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第一章 序論 
 
現在、日本は 65 歳以上の高齢者の人口に占める割合が 21%を超えた超高齢社
会へと突入し、さらに高齢者人口が増加している。2030 年には実に人口の 3 分
の 1 が高齢者となると推定されている。超高齢社会を迎え、日常生活に介護を
必要としない、自立した生活ができる生存期間として健康寿命という概念が考
えられている。2000 年に WHO がこの概念を提唱して以来、寿命を伸ばすだけ
でなく、いかに健康に生活できる期間を伸ばすかに関心が高まっている。健康
であり続けるためには福祉などの充実が重要ではあるが、健康な状態を自分自
身で作り上げる必要があり、日々の食事や運動に留意することが重要である。 
骨格筋はヒトの運動をつかさどる組織である。ヒトは筋肉を収縮させたり、
弛緩させたりすることで、身体運動を行う。運動選手にとって筋肉が重要であ
ることはいうまでも無く、競技において優れた運動能力を発揮し、好成績を残
すためには、それぞれのスポーツに適した筋肉と筋力を身につける必要がある。
一方で、骨格筋は健康寿命を保つという観点から、全てのヒトにとって重要な
組織でもある。高い生活の質を維持し健康寿命を伸ばしていくためには、寝た
きりにならずに活動し、体を満足に動かせることが重要である。しかしながら、
老化は身体的に自立していく能力を徐々に奪い、生活の質を低下させる。高齢
者におけるこれらの問題を引き起こす根本的要因はサルコペニア、すなわち筋
量及び筋機能の低下である(1-3)。一般的に 30歳を超えると 10 年おきに約 3~5%
の筋量が減少するが、この減少率は 60歳を超えるとさらに加速することが報告
されている(4, 5)。また、骨格筋は身体運動を行うために必要であるだけでなく、
血液中の糖や脂肪を取り込んで消費する最大の組織でもあることからも、適切
な骨格筋量の維持が健康寿命の維持に重要であるといえる。 
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 骨格筋中にはグリコーゲンと呼ばれる顆粒状の物質として糖質が蓄えられ
ている。脂質は糖質に比べてエネルギー密度が高く、体重を増やさずに大量の
エネルギーを蓄えるのに適しているが、脂質を代謝するためには糖質よりも多
くの手間が必要であり、素早い ATP 再合成が必要な激しい運動のエネルギー源
には適していない。そこで、激しい運動時には素早く ATP を再合成するために、
骨格筋は貯蔵しているグリコーゲンをエネルギー源として利用する。グリコー
ゲンが分解されて生じたグルコース-6-リン酸は解糖系を経てミトコンドリア内
で代謝され、その過程で生じるエネルギーによって筋収縮に必要な ATP が再合
成される(6)。運動中、骨格筋は筋グリコーゲンを分解するとともに、グルコー
ス輸送体 4（glucose transporter 4; GLUT4）と呼ばれる糖輸送担体を筋細胞膜表面
に移行させて血中グルコースを取り込み、利用している。この筋の血糖取り込
みは、運動終了後 2 時間程度持続するので、この間に骨格筋は運動中に消耗し
た筋グリコーゲンを急速に回復させる。しかし、2時間程度では筋グリコーゲン
を運動前のレベルにまで回復させることはできない。そこで、2 時間経過以降も
骨格筋は筋グリコーゲンを引き続き回復させるために、一定濃度のインスリン
刺激に対して、より多くの GLUT4 を細胞膜へと移行させて血糖取り込みを促進
する(7)。この骨格筋での糖取り込みが促進されている間に十分な糖質を補給す
れば、血糖値ならびに血中インスリンレベルの上昇との相乗効果により、骨格
筋グリコーゲン量を運動前のレベルにまで高めることが可能となる(6)。 
骨格筋グリコーゲンの枯渇はスプリント運動、持久的運動のどちらの運動に
おいても疲労困憊につながることが知られている(8, 9)。つまり、運動選手にと
って筋中グリコーゲン量を高めることは重要である。前述の通り、糖質は異化
されて組織中のグリコーゲンの原料となるため、骨格筋グリコーゲン量を高め
るためには糖質の摂取が重要である。近年、運動後に糖質だけでなく、糖質と
組み合わせてタンパク質を摂取することでより効果的に筋グリコーゲン量が回
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復することが報告されている(10, 11)。しかしながら、タンパク質と糖質を組み
合わせて摂取する効果を報告している研究が、糖質のみを摂取している場合と
摂取エネルギー量が異なっていることから、タンパク質の効果に疑問を呈する
報告もある(12, 13)。これらの報告では、糖質とタンパク質の同時摂取と、エネ
ルギー量を等しくした糖質の摂取とでは筋グリコーゲンの合成量は差がなかっ
たとされている。しかし、さらに近年の研究では、糖質とタンパク質の同時摂
取は、エネルギー量を等しくした糖質との比較においても筋グリコーゲン量を
高めることが報告されている(14, 15)。タンパク質の骨格筋グリコーゲン促進効
果には分岐鎖アミノ酸（branched-chain amino acids; BCAA）、特にロイシンが関
与していることが報告されている(16)。ロイシンは GLUT4 の膜移行に関与する
タンパク質である PI3 キナーゼの活性化を介して骨格筋への糖取り込みを活性
化すると考えられている(17-19)。 
 
骨格筋量は筋タンパク質を合成する期間と分解する期間との微細なバランス
によって保たれており、日常生活において絶えず古い筋タンパク質を分解し新
しく作り直すリモデリングが骨格筋内で繰り返されている(20)。つまり、骨格筋
量の維持、増加のためには骨格筋合成を増加させ、骨格筋分解を減少させるこ
とが重要である。重いダンベルを持ち上げるようなウェイトトレーニングや、
スポーツジムでのマシントレーニングなどは、筋肉に抵抗や負荷をかけて行う
運動であり、レジスタンス運動と呼ばれる。高強度のレジスタンス運動が長期
的に骨格筋肥大を促すことは明らかであり、レジスタンス運動が運動選手の骨
格筋肥大に効果的であるだけでなく、高齢者においてもレジスタンス運動がサ
ルコペニア予防に効果的であることはこれまで多くの研究によって支持されて
いる(21-23)。レジスタンス運動による骨格筋肥大の主な要因は運動刺激による
タンパク質合成速度の増加によるものである。一過性のレジスタンス運動は骨
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格筋タンパク質合成を刺激し、骨格筋タンパク質同化作用を促進することが報
告されている(21)。レジスタンス運動を行うと、運動中は一時的にタンパク質合
成速度が安静時と比較して低下するが、運動 1 時間後から 2 時間後にかけて急
激に骨格筋タンパク質合成速度が増加することが報告されている(24)。また、
Biolo ら(25)はレジスタンス運動前後での骨格筋タンパク質合成速度と分解速度
の変化について検討を行い、レジスタンス運動によって骨格筋タンパク質合成
速度は増加するものの、同時に骨格筋タンパク質分解も増加していることを明
らかにした。つまり、レジスタンス運動によって、骨格筋タンパク質の合成も
分解もともに増加するが、骨格筋タンパク質合成の増加が骨格筋タンパク質分
解の増加を上回ることによって、骨格筋タンパク質量が増大し、筋肥大が引き
起こされることが明らかになった。このようなレジスタンス運動による骨格筋
タンパク質代謝の亢進は運動後 48 時間続くことが報告されている(26)。また、
レジスタンス運動に比べ、筋肉に対する負荷が少ない持続的な運動を行った場
合においても骨格筋タンパク質合成速度の亢進が報告されている(27)。これらの
結果から、運動選手だけでなく、一般の人々にとっても筋肉のタンパク質代謝
を良好な状態に保ち、筋肉を維持するためには、習慣的に運動を行うことが必
要であると考えられる。 
栄養摂取、特にタンパク質とアミノ酸摂取は骨格筋タンパク質の合成を促す
重要な因子である。血中から筋細胞内へ取り込まれたアミノ酸は、いったん遊
離アミノ酸のプールに取り込まれ、そこから骨格筋タンパク質合成に利用され
る（Fig. 1-1）。タンパク質、アミノ酸摂取による骨格筋タンパク質合成促進効果
には用量依存性があり、血液中のアミノ酸濃度が低下した場合には、速やかに
骨格筋タンパク質合成速度が低下し(28)、逆に血液中のアミノ酸濃度が上昇する
と、速やかに骨格筋タンパク質合成速度が上昇することが知られている(29)。
Biolo ら(30)は安静状態のヒトにアミノ酸を静脈から投与した場合、血液中のア
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ミノ酸濃度は増加し、骨格筋タンパク質合成が増加するものの、骨格筋タンパ
ク質分解には変化が無いことを報告した。さらに、運動後にアミノ酸の投与を
行った場合、運動により高まった骨格筋タンパク質合成はさらに増加し、一方、
運動により高まった骨格筋タンパク質分解は抑制されることも報告した。 
タンパク質、アミノ酸による骨格筋タンパク質合成の効果は主に必須アミノ
酸によってもたらされる(31)。必須アミノ酸の中でも BCAA が骨格筋タンパク
質合成を直接刺激することになったが、その中でも特にロイシンが最も高い同
化作用を示す(32)。ロイシンは骨格筋細胞内の哺乳類ラパマイシン標的タンパク
質（mammalian target of rapamycin; mTOR）シグナル伝達系を通じて mRNAの翻
訳開始を活性化し、骨格筋タンパク質合成を急速に刺激していると考えられて
いる（Fig. 1-2）(33, 34)。 
 
これまでに述べたような観点から、運動と組み合わせてタンパク質、アミノ
酸を摂取することは重要であり、摂取するタンパク質として乳由来のタンパク
質であるホエイタンパク質が広く用いられている。ホエイタンパク質は牛乳の
タンパク質中に約 20%含まれており、主に-ラクトグロブリン（50%）、-ラク
トアルブミン（25%）、血清アルブミン（7%）、免疫グロブリン（5%）から構成
されている。ホエイタンパク質は主にチーズ製造時の副産物として得られるが、
アミノ酸組成で約 20%と豊富に BCAA を含むことから、近年サプリメントとし
て利用されている。ホエイタンパク質の生理機能に関しては多くの研究が報告
されている。我々の先行研究において、Morifuji ら(35)はラットを用いて、ホエ
イタンパク質の摂取により、カゼインの摂取よりも骨格筋グリコーゲン量が高
まることを報告している。また、Tangら(36)はホエイタンパク質の摂取により大
豆タンパク質やカゼインの摂取と比較して骨格筋タンパク質合成速度が高まる
ことを報告している。さらに Norton ら(37)はホエイタンパク質または小麦タン
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パク質摂取が骨格筋合成速度に与える影響を比較検討し、摂取するタンパク質
中のロイシン量が骨格筋タンパク質合成を高めるために重要であると主張して
いる。このように、ホエイタンパク質の生理機能には、豊富に含まれる BCAA、
特にロイシンが重要な役割を果たしていると考えられる。 
 
これまで述べたように、摂取するタンパク質の生理機能において、タンパク
質のアミノ酸組成が重要であることは良く知られているが、近年、摂取するタ
ンパク質のアミノ酸組成の違いだけでなく、その分子形態の違いに関する研究
結果が報告されている。Poullain ら(38, 39)はラットを用いた研究においてペプチ
ドは遊離のアミノ酸よりも効率的に生体で利用されることを示した。しかしな
がら、Manninen ら(40)はアミノ酸と比較してペプチド摂取が栄養的に有益であ
るという考えはまだ完全に明らかになったわけではないと主張している。我々
は、ホエイタンパク質を微生物由来の酵素によりペプチド化することで新たな
生理機能を得ることができるのではないかと考え、研究を進めてきた。先行研
究において、Morifuji ら(41)はホエイペプチド中に含まれる BCAA を含むジペプ
チドにロイシンと同様の骨格筋への糖取り込み促進作用があることを見出した。
さらに、Morifuji ら(42)は運動モデルラットを用いて、糖質とホエイペプチドの
摂取はホエイタンパク質や BCAA の摂取よりもグリコーゲン回復量を高めるこ
とを明らかにした。我々のこれまでの研究報告は、摂取するタンパク質の BCAA
量だけが重要なのではなく、タンパク質の分子形態も重要であることを示唆す
るものであるが、まだホエイペプチドの生理機能については不明な点が多く、
未分解のホエイタンパク質や BCAA と異なる作用を示すメカニズムも明らかで
はない。 
本研究では、ホエイペプチドの新たな生理機能を探索するとともに、そのホ
エイペプチドが特異的な効果を示す作用メカニズムを明らかにすることを目的
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とした。具体的には、第二章では運動後の短期間の回復のみでなく、運動と組
み合わせた長期的なホエイペプチドの摂取が骨格筋グリコーゲン量に与える影
響を、同組成のアミノ酸混合物摂取と比較検討するとともに、ホエイペプチド
がグリコーゲン合成に与える作用メカニズムの解明を試みた。また、第三章で
は、運動後のホエイペプチドの摂取が骨格筋タンパク質合成速度と骨格筋タン
パク質合成に関与する mTOR シグナルに与える影響を、同組成のアミノ酸混合
物摂取と比較検討することとした。最後に第四章ではホエイペプチド摂取が筋
肉中の遺伝子発現に与える影響を網羅的に解析することで、ホエイペプチド摂
取の生理機能のメカニズム解明に寄与することが可能になると考えた。 
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Fig. 1-1. Muscle protein synthesis and degradation (43). 
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Fig. 1-2. Proposed scheme for the activation of signaling pathways in protein 
synthesis by amino acids/BCAAs and resistance exercise. Solid arrow, 
demonstrated effect; dashed arrow, possible effect; open arrow, effect of 
insulin(34). 
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第二章 長期的なホエイペプチドの摂取が骨格筋中グリコーゲン量 
及びグリコーゲン合成酵素に与える影響の検討 
 
第一節 目的 
 
骨格筋中のグリコーゲンは中～高強度の運動時に主にエネルギー源として使
用され(44)、運動前の筋中のグリコーゲン量と運動持続可能時間の間には相関関
係があることが知られている(45)。つまり、アスリートにとって筋中グリコーゲ
ン量を高めることは重要である。 
運動により減少した骨格筋グリコーゲン量を高めるためには、運動後に糖質
と組み合わせてタンパク質を摂取することが効果的である(10, 11, 14)。我々は、
これまでに摂取するタンパク質の種類や分子量に注目し、それらの違いが筋グ
リコーゲン量に与える影響について研究を行ってきた。すなわち、Morifuji ら(42)
はホエイペプチドがホエイタンパク質や BCAA よりも優れたグリコーゲン合成
促進効果を有することを示し、BCAA だけでなく、ホエイペプチド中に含まれ
る何らかのペプチドが筋グリコーゲン合成促進効果を有する可能性が示唆され
た。しかしながら、ホエイペプチドが BCAA やホエイタンパク質よりも優れた
グリコーゲン合成促進効果を示す作用メカニズムは不明である。 
骨格筋において、糖の取り込みとグリコーゲン合成酵素の活性がグリコーゲ
ン合成を調節する主要な因子である(46, 47)。Morifuji ら(35)の先行研究により、
ホエイタンパク質の摂取による筋グリコーゲン量の増加はグリコーゲン合成酵
素活性の増加が寄与している可能性が示唆された。しかしながら、どのような
分子形態（未分解のタンパク質、ペプチド、アミノ酸）でホエイ由来のタンパ
ク質を摂取することがグリコーゲン合成酵素の活性化に最も効果的であるのか
は明らかでない。そこで、我々はホエイ由来のタンパク質としてホエイペプチ
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ドを摂取することにより、アミノ酸として摂取する場合よりもグリコーゲン合
成酵素が活性化されると仮説を立てた。 
本章ではホエイペプチド摂取によるグリコーゲン合成促進効果の作用メカニ
ズムを明らかにすることを目的として試験をおこなった。すなわち、ホエイペ
プチドの摂取が骨格筋中のグリコーゲン合成に関与するタンパク質の mRNA 量、
タンパク質量に与える影響をホエイタンパク質と同組成のアミノ酸混合物摂取
と比較検討することとした。その中でも、我々はホエイペプチドがグリコーゲ
ン合成酵素に与える影響について注目して試験を行うこととした。 
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第二節 材料と方法 
 
実験動物 
5週齢の雄性 ddY マウス（日本 SLC）を室温 23 ± 2℃、明期 8時～20時の環
境下で飼育した。本研究は株式会社明治 食機能科学研究所 動物実験倫理委
員会による承認を得て、「実験動物の飼養及び保管に関する基準、昭和 55 年総
理府告示第 6号」に従って実施した。 
 
試験デザイン 
予備飼育期間中、マウスに AIN-93G食(48)を 3週間与えた。3週間後、すなわ
ち 8 週齢時に全てのマウスは最初の運動パフォーマンステスト（後述）を実施
し、各群の運動パフォーマンス時間と体重の平均がほぼ等しくなるようにコン
トロール群、ホエイタンパク質と同組成のアミノ酸混合物（AAM）群、ホエイ
ペプチド（WPH）群の 3つの群に分けた（各群 n = 8）。各群に対応する飼料（後
述）を 5週間、自由摂食させた。5週間後、エーテル麻酔下で解剖を行い、腓腹
筋を摘出し、使用時まで-80℃で保存した。また、肝臓、副睾丸脂肪、後腹壁脂
肪を摘出し、重量を測定した。 
 
水泳運動方法 
水泳運動は Murase ら(49)の報告に準じて行った。水泳運動には京大松元式マ
ウス運動量測定流水槽（石原モデル）を用いた(50)。予備飼育期間中、1 週間の
馴化期間後、2週目に予備トレーニングとしてマウスに週 3回、30分間、13 L/min
の流水負荷で水泳運動を実施させた。予備トレーニング終了後、3週目に一週間
の間に 3 回の運動パフォーマンステストを実施した。マウスの運動パフォーマ
ンスのバラつきを抑えるために、Mizunoya ら(51)の方法に従い、マウスを選抜
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した。3回の運動パフォーマンスの標準偏差が 5分未満かつ、全ての運動パフォ
ーマンスの値が 20～35 分の間に収まった 24 匹のマウスを選抜した。予備飼育
終了後、試験期間中はマウスに 1週間に 5回の水泳運動を 14 L/min の流水負荷
で実施させた。また、4 週目まで週に一度運動パフォーマンステストを行った。
全ての水泳運動は 9 時～12 時の間に実施した。また、解剖の 2 日前に最後の水
泳運動を実施した。 
 
運動パフォーマンステスト方法 
運動パフォーマンステストは石原ら(50)の方法に準じて以下の方法で行った。
京大松元式マウス運動量測定流水槽（石原モデル）を用いて、マウスに後述の
条件下で水泳運動を実施させ、疲労困憊に至るまでの時間を運動パフォーマン
スとした。マウスが 7 秒間以上呼吸をするために水面に浮上できない状態に至
ったら疲労困憊と判断した。流水負荷は 13 L/min から開始し、18 L/min まで 5
分おきに流水負荷を 1 L/min ずつ増加させた。 
 
ホエイペプチドの調製 
本試験では株式会社明治のホエイペプチドを用いた。ホエイタンパク質を微
生物由来のプロテアーゼにより加水分解後、脱脂工程を経て製造されたホエイ
ペプチドであり、その栄養成分組成を Table 2-1に示した。本試験で用いたホエ
イペプチドの平均ペプチド鎖長はアミノ態窒素と全窒素の比率から算出した結
果 3.64 であった。また、数平均分子量は 403 であった。また本試験で用いたホ
エイペプチド中にはMorifujiら(41)が糖取り込み活性を見出した 7種類のジペプ
チド（Ile-Val、Leu-Val、Val-Leu、Ile-Ile、Leu-Ile、Ile-Leu、Leu-Leu）を合計 21.6 
mg/g含んでいた。 
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試験飼料 
試験飼料の組成は AIN-93食(48)に準じた。試験飼料の組成を Table 2-2に示し
た。全ての飼料は等量のタンパク質を含むように調製した（WPH 群、AAM 群
は窒素含量で揃えた）。ホエイペプチド（株式会社明治）中の窒素量はケルダー
ル法(52)にて測定した。アミノ酸混合物は、ホエイペプチドのアミノ酸組成と同
等になるように各種 L-アミノ酸粉末を混合して調製した（Table 2-3）。 
 
体重と摂餌量 
試験期間中、マウスの体重は毎週測定し、摂餌量はケージごとに記録した。 
 
筋中グリコーゲン量の測定 
マウスから摘出した腓腹筋を冷凍下、0.3 M 過塩素酸を用いホモジナイズした。
Morifuji ら(42)の方法に従い、ホモジナイズしたサンプルはアミログルコシダー
ゼにより加水分解し、グルコースを定量することによりグリコーゲン含量を求
めた。 
 
RNAの単離及び TaqMan 定量 RT-PCR 
マウスから摘出した腓腹筋をサンプルとし、QIAGEN RNeasy Fibrous Tissue Kit
を用い、個別に total RNA を抽出・精製した。RNAサンプルは 260及び 280 nm
の吸光度を測定するとともに、BioAnalyzer（Agilent）を用いてゲル電気泳動パ
ターンを取得し、各 RNAサンプルの量および質を確認した。各 1 gの total RNA
を用い、RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit（Fermentas）を用いて
single-strand cDNA を調製した。定量 RT-PCR は TaqMan universal PCR Master Mix 
Kit 及び Assays on DemandTM Gene Expression Probes を用い、ABI PRISM 7000 
sequence detection system（いずれも Applied Biosystems）にて行った。遺伝子の
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増幅は 95℃・10分間の過熱の後、95℃・15秒間の変性ステップ、60℃・1分間
のアニーリング及び伸長ステップを 40サイクル繰り返して行った。解析した各
遺伝子の mRNAの相対量は、standard curve 法により算出した。各サンプル中に
おける mRNA 量は、cDNA サンプル中の 18S rRNA の量で除することにより標
準化した。 
 
Western Blotting 
腓腹筋を氷冷した 1 mM フッ化フェニルメチルスルフォニル含有 RIPA buffer
（Cell Signaling Technology）中でホモジナイズした後、4000×g・30分間・4℃
の条件下で遠心分離を行い、上清を得た。サンプル中のタンパク質量は牛血清
アルブミンを標準品として、BCA 法により定量し、各サンプル中のタンパク質
濃度が等しくなるように RIPA bufferにより希釈した。各サンプル、タンパク質
量として 50 gを SDS PAGEに供した。アクリルアミド濃度 5.0-10%のグラジェ
ントゲル（Perfect NT Gel, DRC）を用いて、200 V定電圧・1時間電気泳動を行
った。泳動終了後、iBlot Gel Transfer Devise（Invitrogen）を用いて、PVDF膜に
転写を行った。転写後、PVDF膜を 0.5 % ECL Prime Blocking Agent（GEヘルス
ケア）・0.1%Tween20 含有 TBS バッファ （ーBioRad）中で室温・一時間振とうし、
ブロッキングを行った。続いて、PVDF 膜を、各一次抗体を含む 0.1%Tween20
含有 TBS バッファー（BioRad）中で 4℃・一晩振とうした。リン酸化グリコー
ゲン合成酵素の定量には rabbit anti-p-GS（Ser 641, Cell Signaling Technology）を
1000倍希釈し、総グリコーゲン合成酵素の定量には rabbit anti- GS（Cell Signaling 
Technology）を1000倍希釈し、GLUT4の定量には rabbit anti- GLUT4（AbD Serotec）
を 1000 倍希釈し、-アクチンの定量には rabbit anti- -actin（Cell Signaling 
Technology）を 1000倍希釈してそれぞれ用いた。続いて、PVDF膜を anti-rabbit IgG 
HRP-linked antibody（Cell Signaling Technology）を含んだ 0.1%Tween20 含有 TBS
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バッファー（BioRad）中で室温・一時間振とうした。抗体が結合した各種タン
パク質はECL Plus Western Blotting Detection Reagents（GEヘルスケア）、Chemi-doc 
Gel Quantification System（Bio-Rad）を用いて可視化・定量を行った。総グリコ
ーゲン合成酵素、GLUT4 量は、-アクチンの量で除することにより標準化した。
リン酸化グリコーゲン合成酵素の量は総グリコーゲン合成酵素量との割合で示
した。 
 
統計処理 
統計処理は SPSS ver. 14.0J（SPSS）用いて解析した。全ての結果は平均値±標
準誤差で示した。有意差検定は一元配置の分散分析後、Tukeyの多重比較検定を
行った。また、相関関係の検定には Pearson の相関係数の有意性検定を用いた。
いずれも、有意水準は 5%未満とした。 
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第三節 結果 
 
体重と臓器重量 
Table 2-4に摂餌量、終体重、肝臓及び脂肪組織重量を示した。終体重及び臓
器重量において群間に有意な差は認められなかった。 
 
骨格筋中グリコーゲン量 
我々の先行研究と相反せず、腓腹筋中のグリコーゲン量はホエイペプチド群
において、アミノ酸混合物群、コントロール群と比較して有意に高値を示した
（Fig. 2-1）。また、アミノ酸混合物群もコントロール群と比較して有意に高いグ
リコーゲン量を示した。 
 
骨格筋中グリコーゲン合成関連遺伝子 mRNA 量 
グリコーゲン合成に関与するタンパク質であるグリコーゲン合成酵素 I、
GLUT4、ヘキソキナーゼ IIの mRNA量をそれぞれ定量した。その結果、ホエイ
ペプチドの摂取により、アミノ酸混合物またはコントロール食の摂取と比較し
て有意にグリコーゲン合成酵素 I の mRNA 量が増加することが示された（Fig. 
2-2）。アミノ酸混合物群とコントロール群との間には有意な差は認められなかっ
た。一方、GLUT4 とヘキソキナーゼ II の mRNA 量は群間で有意な差は認めら
れなかった（Fig. 2-3, 4）。 
 
骨格筋中グリコーゲン合成酵素、GLUT4のWestern Blotting 解析 
mRNA 量において群間で有意な差が認められたため、グリコーゲン合成酵素
のタンパク質量の定量を行った。まず総グリコーゲン合成酵素量を定量した結
果、mRNA 量と同様、ホエイペプチド群においてコントロール群、アミノ酸混
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合物群と比較して有意に高値を示した（Fig. 2-5）。また、グリコーゲン合成酵素
の活性はリン酸化により調節されていることがよく知られている。すなわち、
グリコーゲン合成酵素は脱リン酸化されることにより活性化状態となる(53)。そ
のため、リン酸化グリコーゲン合成酵素量を定量し、グリコーゲン合成酵素の
活性状態を評価することとした。その結果、ホエイペプチド群においてリン酸
化グリコーゲン合成酵素量はアミノ酸混合物群、コントロール群と比較して有
意に低下することが示された（Fig. 2-6）。一方、mRNA量に差が認められなかっ
た GLUT4 についても同様にタンパク質量を定量したが、群間に有意な差は認め
られなかった（Fig. 2-7）。 
 
運動パフォーマンス 
運動パフォーマンスは各週、群間に有意な差は認められなかった（Table 2-5）。
4週目にホエイペプチド群はコントロール群よりも 49%、アミノ酸混合物群より
も 13%長い運動パフォーマンスを示したが、いずれも統計的に有意な差ではな
かった。 
 
筋中グリコーゲン量と運動パフォーマンスの相関関係 
Pearson の相関係数の優位性検定を用いて解析を行った結果、マウスの筋中グ
リコーゲン量と運動パフォーマンスの間には有意な正の相関関係があることを
見出した（Fig. 2-8）。 
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第四節 考察 
 
 Morifuji ら(42)はラットを用いた先行研究において、グリコーゲンが枯渇する
ような激しい運動後に糖質とホエイペプチドを同時に摂取することにより、ホ
エイタンパク質、カゼインペプチドまたは BCAA を摂取した場合と比較して有
意に筋グリコーゲン量が高まることを示している。本章において、我々はホエ
イペプチドまたはアミノ酸混合物の長期的な摂取が筋グリコーゲン量とグリコ
ーゲン合成を制御するタンパク質に与える影響について比較検討した。本研究
によって初めて、ホエイペプチド摂取によりグリコーゲン合成酵素の活性化を
介して筋グリコーゲン量が高まることが示された。 
  
 既に述べたように、Morifuji ら(42)は先行研究で、グリコーゲン枯渇運動 2 時
間後のグリコーゲン回復にはホエイペプチドが他のタンパク質源と比較して最
も効果的であることを示している。本研究において、我々は長期的なホエイペ
プチドの摂取がアミノ酸混合物やカゼインの摂取と比較して有意に筋グリコー
ゲン量を高めることを見出した。これらの結果を併せて考えると、ホエイペプ
チドの摂取は運動後の初期のグリコーゲン回復に有効なだけでなく、長期的に
摂取することで筋グリコーゲン貯蔵量を高めることが示唆された。さらに、統
計的に有意な差は認められなかったものの、ホエイペプチド群は他の群よりも
実測値として高い運動パフォーマンスを示した。筋グリコーゲン量と運動パフ
ォーマンスの間に正の相関関係があることは良く知られており(54)、本研究にお
いてもその相関関係が認められた。すなわち、ホエイペプチドの摂取により筋
グリコーゲン量が増加し、運動パフォーマンスも増加した可能性が考えられた。 
 
 これまでに、摂取するタンパク質の分子形態の違いに関する研究結果が報告
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されている。Poullain ら(38, 39)はラットを用いた研究においてペプチドは遊離の
アミノ酸よりも効率的に生体で利用されることを示した。しかしながら、
Manninen ら(40)はアミノ酸と比較してペプチド摂取が栄養的に有益であるとい
う考えはまだ完全に明らかになったわけではないと主張している。本研究にお
いて、マウスにホエイタンパク質由来の 2 種類のタンパク質源としてホエイペ
プチドまたはアミノ酸混合物を含む餌を与えた。これら 2 種類の餌の違いはタ
ンパク質源の分子形態のみである。本研究においてホエイペプチド群がアミノ
酸混合物群よりも高い筋グリコーゲン量を示したことにより、摂取するタンパ
ク質の分子形態の違いが長期的なグリコーゲン貯蔵量に影響を与える可能性が
示唆された。 
 
骨格筋グリコーゲンの合成において、グルコースの取り込みとグリコーゲン
合成酵素の活性が重要な調節因子であることが知られている(46, 47)。本研究に
おいて、我々はホエイペプチドの摂取により有意に筋中グリコーゲン合成酵素 I
の mRNA 量が増加することを見出した。一方で糖取り込みに関わる GLUT4 及
びヘキソキナーゼ IIの mRNA量は変化が認められなかった。さらに、我々はホ
エイペプチドの摂取によりグリコーゲン合成酵素のタンパク質量も増加するこ
とを見出した。これらの知見はホエイペプチドの摂取によりグリコーゲン合成
酵素 I の mRNA 量が増加し、その結果グリコーゲン合成酵素がタンパク質レベ
ルでも増加したことを示唆するものである。 
 グリコーゲン合成酵素の活性はリン酸化によりアロステリックに調節されて
いる。すなわち、脱リン酸化によりグリコーゲン合成酵素は活性化される(55, 56)。
これまでに、運動直後にグリコーゲン合成酵素が活性化することが示されてい
る(57)。運動後の回復期間に減少した筋グリコーゲン量が増加すると、グリコー
ゲン合成酵素の活性は急速に減衰する。先行研究において、運動後の回復期間
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を経て、グリコーゲン超回復が生じたとき、グリコーゲン合成酵素の活性は運
動直後の活性化状態よりもはるかに低い値であることが示されている(58, 59)。
本研究において、ホエイペプチド群は筋グリコーゲン量が群間で最も高値を示
したにもかかわらず、グリコーゲン合成酵素のリン酸化量は最も低値を示した。
これらの結果は、ホエイペプチドの摂取により、筋グリコーゲンが高い状態で
あったとしても、グリコーゲン合成酵素の活性が保たれることを示唆するもの
である。その結果、ホエイペプチド群は筋グリコーゲンをさらに高めることが
可能となったと考えられる。一方で、アミノ酸混合物の摂取はグリコーゲン合
成酵素の活性に影響を与えなかった。すなわち、アミノ酸ではなくペプチドと
して摂取することで、本試験で用いた 5%混餌の摂取でもグリコーゲン合成酵素
の活性化作用を示すことが示唆された。 
 
 BCAA、特にロイシンはグリコーゲン合成酵素の活性化に重要な役割を果たす
ことが知られている。Armstrong ら(60)はヒト培養細胞において、アミノ酸が
p70S6 キナーゼ（70 kDa ribosomal protein S6 kinase 1; S6K1）を活性化するととも
にグリコーゲン合成酵素キナーゼ 3（glycogen synthase kinase 3; GSK-3）を不活
性化し、グリコーゲン合成を高めることを報告した。Peyrollier ら(17)は L6細胞
を用いて、ロイシンが GSK-3 の不活性化を介してグリコーゲン合成を高めるこ
とを報告している。本試験に用いたホエイペプチド食とアミノ酸混合物食のア
ミノ酸組成は同一である。しかしながら、2群間で筋グリコーゲン貯蔵量は異な
る結果となった。この結果は、骨格筋グリコーゲン貯蔵量を高めるためには摂
取するタンパク質中の BCAA 量だけでなく、BCAA の分子形態も重要であるこ
とを強く示唆するものである。Morifuji ら(41)はホエイペプチド中に含まれる
BCAA から構成されるジペプチドが骨格筋細胞への糖取り込みを促進すること
を見出した。さらに Morifuji ら(61)は、ホエイペプチドの摂取後に血中でこれら
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のジペプチド濃度が高まることを報告している。本試験に用いたホエイペプチ
ドはこれらの生理活性を有する 7種類のBCAA含有ジペプチド（Ile-Val、Leu-Val、
Val-Leu、Ile-Ile、Leu-Ile、Ile-Leu、Leu-Leu）を 21.6 mg/g含んでいる。これらの
BCAA 含有ジペプチドが、ホエイペプチドにより引き起こされるグリコーゲン
合成酵素の活性化を介した筋グリコーゲンの増加に寄与している可能性が考え
られる。 
 
 BCAAは骨格筋においてGLUT4の膜移行を誘導することで糖取り込みを増加
させる(18)。また、Doi ら(16)は in vivoでの試験で、ロイシン摂取により筋グリ
コーゲンへのグルコースの取り込みが増加することを報告している。さらに、
我々は先行研究において、グルコースとホエイペプチドの同時摂取により、
GLUT4 の膜移行を調節する重要な酵素を活性化することを見出している(42)。
これらの結果を併せて考えると、摂取するタンパク質の分子形態の違いが
GLUT4 の膜移行にも影響を与える可能性が考えられる。そのため、ホエイペプ
チドが GLUT4 の膜移行に与える影響についてさらなる研究が必要である。 
 
 本研究で明らかになった知見では、ホエイペプチドが糖代謝に与える影響に
ついて全てが明らかになったわけではない。細胞内に取り込まれたグルコース
はグリコーゲン合成に用いられるだけでなく、解糖系にも利用される。そして、
ホエイペプチド摂取はグリコーゲン合成だけでなく、解糖系にも影響を与える
可能性が考えられる。先行研究において Morifuji ら(35)はホエイタンパク質の摂
取により、解糖系を調節する重要な酵素である 6-ホスホフルクトキナーゼの活
性が低下することで筋グリコーゲン量が増加することを報告している。それゆ
え、ホエイペプチドが解糖系に与える影響についても、今後さらなる検討が必
要であると考えられる。 
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 本研究では長期的なホエイペプチドの摂取がグリコーゲン合成酵素の活性化
を介して、アミノ酸混合物の摂取よりも筋グリコーゲン量を高めることを初め
て明らかにした。また、筋グリコーゲン量が高い状態にあっても、グリコーゲ
ン合成酵素の活性化状態が保たれることを示した。これらの結果は筋グリコー
ゲン量を高めることを目標としているアスリートに対する栄養処方において新
たな知見であり、運動後の回復期間にどのようなサプリメントを摂るべきかと
いう疑問に対する一つの回答となるものである。しかしながら、ホエイペプチ
ドの筋グリコーゲン量増加効果の活性本体は明らかになっていない。今後、ホ
エイペプチド中に含まれる生理活性ペプチド等の活性本体を明らかにするとと
もに、グリコーゲン合成酵素活性化作用の分子メカニズムを明らかにしていく
必要があると考えられる。例えば、我々がホエイペプチドの活性本体の候補物
質であると考えている BCAA 含有ジペプチド類の精製品を用いた動物での評価、
及びグリコーゲン合成酵素の活性に関与する各種シグナル因子の阻害剤を用い
た評価等が今後行うべき実験として挙げられる。 
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Table 2-1.  Macronutrient composition of the WPH 
WPH (g/100 g)  
Carbohydrate 12.0  
Fat 0.3  
Protein 79.1  
Moisture 2.2  
Ash 6.4  
WPH, whey protein hydrolysates 
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Table 2-2. Composition of the test diets 
Ingredient Control AAM WPH 
 (g/kg) 
casein 245.900  200.000  200.000  
L-cystine 3.000  3.000  3.000  
cornstarch 351.586  357.936  347.486  
dextrinized cornstarch 132.000  132.000  132.000  
sucrose 100.000  100.000  100.000  
soy oil 70.000  70.000  70.000  
cellulose 50.000  50.000  50.000  
mineral mixture 35.000  35.000  35.000  
vitamin mixture 10.000  10.000  10.000  
coline bitartate 2.500  2.500  2.500  
tert-butylhydroquinone 0.014  0.014  0.014  
whey amino acids 
mixture 
 39.550  
whey protein 
hydrolysates 
     50.000 
AAM, amino acids mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Table 2-3. Composition of the amino acids mixture 
Amino acid   
 (g/100 g) 
Ala 4.90  
Arg 2.79  
Asn + Asp 10.91  
Cys 2.42  
Gln + Glp 17.65  
Gly 1.89  
His 2.20  
Ile 4.82  
Leu 11.07  
Lys 9.77  
Met 2.18  
Phe 3.39  
Pro 5.45  
Ser 5.02  
Thr 5.30  
Trp 1.77  
Tyr 3.46  
Val 5.01  
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Table 2-4. Food intake, body weight, liver weight, and fat weight of mice fed 
casein, AAM, or WPH diets for 5 weeks 1. 
  Control AAM WPH 
Food intake (g/mouse/day) 4.20  4.35  4.22  
Final body weight (g) 41.6 ± 1.0 41.6 ± 0.4 41.7 ± 1.2 
Liver weight 
    (g/100 g body weight) 
4.29 ± 0.13 4.46 ± 0.15 4.44 ± 0.06 
Epididymal fat weight  
    (g/100 g body weight) 
1.80 ± 0.22 2.03 ± 0.28 1.80 ± 0.28 
Retroperitoneal fat weight,  
    (g/100 g body weight) 
0.68 ± 0.09 0.54 ± 0.11 0.53 ± 0.11 
1Values are means ± SEM, n = 8. 
AAM, amino acids mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Table 2-5. Exercise performance of mice fed casein, AAM, or WPH diets through 
the experimental period1. 
  0 wk 1 wk 2 wk 3 wk 4 wk 
 (min) 
Control 25.5 ± 0.7 26.4 ± 1.1 27.5 ± 1.4 27.9 ± 1.5 28.5 ± 2.0 
AAM 25.4 ± 1.2 25.4 ± 0.9 28.2 ± 2.7 35.3 ± 3.4 37.5 ± 5.0 
WPH 26.1 ± 0.9 27.2 ± 1.0 34.8 ± 5.2 40.1 ± 6.2 42.4 ± 5.1 
1Values are means ± SEM, n = 8. 
AAM, amino acids mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 2-1. Glycogen content in the skeletal muscle of the mice fed control, WAA, 
or WPH diets for 5 weeks. Values are means ± SEM, n = 8. Means not sharing a 
common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post hoc analysis). AAM, amino acids 
mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 2-2. mRNA levels of glycogen synthase I in skeletal muscle of the mice fed 
control, WAA, or WPH diets for 5 weeks. Values are means ± SEM, n = 8. Means 
not sharing a common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post hoc analysis). AAM, 
amino acids mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 2-3. mRNA levels of GLUT4 in skeletal muscle of the mice fed control, WAA, 
or WPH diets for 5 weeks. Values are means ± SEM, n = 8. Means not sharing a 
common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post hoc analysis). AAM, amino acids 
mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 2-4. mRNA levels of Hexokinase II in skeletal muscle of the mice fed control, 
WAA, or WPH diets for 5 weeks. Values are means ± SEM, n = 8. Means not 
sharing a common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post hoc analysis). AAM, amino 
acids mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 2-5. Protein levels of total glycogen synthase in skeletal muscle of the mice 
fed control, WAA, or WPH diets for 5 weeks. Values are means ± SEM, n = 8. 
Means not sharing a common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post hoc analysis). 
AAM, amino acids mixture; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 2-6. Protein levels of phosphorylated glycogen synthase in skeletal muscle 
of the mice fed control, WAA, or WPH diets for 5 weeks. Phosphorylated 
glycogen synthase was normalized to total glycogen synthase. Values are 
means ± SEM, n = 8. Means not sharing a common letter differ, P < 0.05 
(Tukey’s post hoc analysis). AAM, amino acids mixture; WPH, whey protein 
hydrolysates. 
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Fig. 2-7. Protein levels of GLUT4 in skeletal muscle of the mice fed control, AAM, 
or WPH diets for 5 weeks. Values are means ± SEM, n = 8. 
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Fig. 2-8. Correlation between skeletal muscle glycogen content and exercise 
performance.  
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第三章 運動後のホエイペプチドの摂取が 
骨格筋タンパク質合成に与える影響の検討 
 
第一節 目的 
 
骨格筋は筋タンパク質を合成する期間と分解する期間との微細なバランスに
よって保たれており、日常生活において絶えず古い筋タンパク質を分解し新し
く作り直すリモデリングが骨格筋内で繰り返されている(20)。骨格筋のリモデリ
ングは骨格筋タンパク質の合成と分解により行われているが、長時間の運動は
骨格筋タンパク質合成を抑制することが知られている(62, 63)。 
これまでに、運動直後にタンパク質を含んだ食事を摂取することで、骨格筋
タンパク質合成が促進されることが報告されている(64, 65)。さらに、Anthony
ら(66, 67)は BCAA の一つであるロイシンが単独でも、タンパク質やアミノ酸混
合物を摂取した場合と同様に骨格筋タンパク質合成を促進することを報告した。
ロイシンの効果は用量依存的であり、mRNA 翻訳開始に関わる mTOR シグナル
伝達系の活性化を介して骨格筋タンパク質合成を促進させることが報告されて
いる。mTOR シグナル経路には S6K1 や真核生物翻訳開始因子 4E 結合タンパク
質 1（eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1; 4E-BP1）などが関わっている。 
摂取するタンパク質の原料の違い、例えばホエイ、カゼイン、大豆、小麦な
どが骨格筋合成に与える影響に関する研究がいくつか報告されている(36, 37, 
68)。これらの研究結果から、ホエイタンパク質が他のタンパク質と比較して最
も効果的に翻訳開始を刺激し、骨格筋タンパク質合成を増加させると考えられ
ている。さらに Norton ら(37)は摂取するタンパク質中のロイシン含量が骨格筋
タンパク質合成の活性化に重要であると主張している。これらの結果から、ホ
エイタンパク質の骨格筋タンパク質合成促進効果は、そのロイシン含量が高い
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ことに由来すると考えられる。このように、ロイシンや、ロイシン含量の高い
ホエイタンパク質が骨格筋タンパク質合成と mTOR シグナルに与える影響につ
いての報告は多いが、摂取するタンパク質の分子形態の違いが骨格筋タンパク
質合成に与える影響についての報告は少ない。 
これまでに我々は運動後の糖質とホエイペプチドの同時摂取が、ホエイタン
パク質や BCAA を摂取した場合よりも筋グリコーゲン回復を促進することを報
告している(42)。さらに、第 2章において、運動と組み合わせて長期的に摂取し
た場合においてもホエイペプチドは、ホエイタンパク質と同一組成のアミノ酸
混合物よりも筋グリコーゲン量を高めることを明らかにした。これらの結果は
ホエイペプチド中に含まれる何らかの生理活性ペプチドがアミノ酸よりも優れ
たグリコーゲン合成促進効果を有する可能性を示唆するものである。そこで、
我々は、生理活性ペプチドを含むホエイペプチドがグリコーゲン合成促進効果
だけでなく、運動後の骨格筋タンパク質合成促進効果においても優れた効果を
有するのではないかと仮説を立てた。本章では、運動後のホエイペプチドの摂
取が、アミノ酸摂取と比較して優れた骨格筋合成促進効果を示すかどうか検証
することを目的とした。さらに、ホエイペプチドの摂取が mTOR シグナルに与
える影響についてもアミノ酸摂取と比較検討することとした。 
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第二節 材料と方法 
 
実験動物 
初期体重 150 g前後の 5週齢雄性 SDラット（日本クレア）を室温 23 ± 2℃、
明期 8 時～20 時の環境下で飼育した。飼育期間中、ラットに固形飼料 MF（オ
リエンタル酵母）を自由に摂取させた。本研究は株式会社明治 食機能科学研
究所 動物実験倫理委員会による承認を得て、「実験動物の飼養及び保管に関す
る基準、昭和 55年総理府告示第 6号」に従って実施した。 
 
試験デザイン 
3~4 日間の予備飼育後、Sonou ら(69)の方法に準じて、ラットに 3 日間の水泳
トレーニングを実施させた。1日目に 2時間水泳運動、30分休憩、2時間水泳運
動を 2, 3日目には 3時間水泳運動、30分休憩、3時間水泳運動を実施させた。3
日目のトレーニング終了後、ラットに制限食として 5 gの粉末飼料 MF（オリエ
ンタル酵母）を与えた。試験当日、ラットを非運動群（n = 8）と水泳を実施す
る群に群分けした。水泳運動群は 2 時間の水泳運動に供した。水泳運動はバケ
ツに 50 cm の深さで 35℃の水を張り、常に同時に 4匹のラットが水泳運動を実
施しているように調節し、一匹あたりの遊泳可能面積が 400 cm2となるようにし
た。運動直後に一群（運動直後群；n = 8）は解剖に供した。その他の群（各群、
n = 8）は 3種の試験溶液（糖質溶液、アミノ酸混合物溶液またはホエイペプチ
ド溶液）のいずれかを 1個体あたり 4 mL経口投与した。各試験溶液は 4 mL中
に含まれるエネルギー量が今回用いたラットの一日の必要エネルギー量の約
15%である(64)44 kJ となるように調製した。試験溶液の組成を Table 3-1に示し
た。いずれの試験溶液も炭水化物として 50%グルコース＋50%スクロースの混合
物を用いた。アミノ酸混合物群の投与溶液は約 18%のアミノ酸混合物を、ホエ
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イペプチド群の投与溶液は約 23%のホエイペプチド（株式会社明治；詳細は第
二章に記載した）を含むように milliQ 水に溶解して調製した。ホエイペプチド
の栄養組成、アミノ酸混合物のアミノ酸組成は第二章にて示した。アミノ酸混
合物のアミノ酸組成はホエイペプチドと同一になるように各種 L-アミノ酸（和
光純薬工業）を混合して調製した。ホエイペプチド中の窒素含量はケルダール
法(52)により測定し、アミノ酸混合物群とホエイペプチド群の摂取するタンパク
質（窒素）量が等しくなるように調製した。 
試験溶液投与 1 時間後に残りの全てのラットをエーテル麻酔下で解剖した。
上肢三頭筋を摘出し液体窒素で凍結後、腹部大静脈より採血した。血液は 3000
×g、4℃、10分間遠心分離を行い、血漿を得た。サンプルは使用時まで-80℃で
保存した。ラットを用いた先行研究(64)において、運動＋再摂餌後 1時間の時点
で骨格筋タンパク質合成の増加が確認されているため、本研究においても試験
溶液投与 1時間後の時点での骨格筋タンパク質合成を評価することとした。 
 
代謝標識物の投与 
全てのラットは解剖の 15分前に骨格筋タンパク質合成速度を測定するための
標識物として重水素ラベルフェニルアラニン（ [2H5]Phe、Cambridge Isotope 
Laboratories）を生理食塩水（大塚製薬）に 22.5 mg/mLとなるように溶解し、投
与量が 45 mg/kg BW となるよう尾静脈より投与した。尾静脈からの投与 15分後
に解剖を実施し上肢三頭筋を摘出し、同位体ラベルフェニルアラニンが取り込
まれるまでの時間として、尾静脈投与から上肢三頭筋を凍結するまでの時間を
正確に記録した。 
 
血漿成分分析 
血漿中のインスリンは市販のラットインスリン用 ELISA キット（Mercodia）
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を用いて測定した。実験操作は添付のプロトコルに従った。血漿中の遊離アミ
ノ酸濃度はMorifuji ら(61)の方法に従い、測定した。血糖は市販のグルコース測
定キット（和光純薬工業）を用いて測定した。実験操作は添付のプロトコルに
従った。 
 
骨格筋タンパク質合成速度測定法 
骨格筋タンパク質合成速度（fractional rate of protein synthesis; FSR）は Barkら
(70)の方法に準じ、骨格筋タンパク質中に取り込まれた同位体ラベルフェニルア
ラニンの量を測定することにより算出した。上肢三頭筋全量に 3 mLの氷冷した
0.3 M 過塩素酸を添加し、ホモジナイズした。サンプルを 8000×g、4℃、15 分
間遠心分離し、上清を回収し、筋中遊離アミノ酸エンリッチメント測定用サン
プルとした。沈殿に milliQ 水を添加し、再度 8000×g、4℃、15分間遠心分離し、
上清を捨てることを 2 回繰り返した。沈殿を 6N の HCl に懸濁し、150℃、1 時
間加水分解を行い、骨格筋中エンリッチメント測定用サンプルを得た。血漿中
及び加水分解した骨格筋中の同位体ラベルフェニルアラニンのエンリッチメン
トの分析には LC/MS/MS（TQD；Waters Corporation）を用いた。長さ 2.1×50 mm、
粒子径 1.7 m のカラム（ACQUITY UPLC BEH C18；Waters Corporation）を用い
た。移動相 A には 0.05%トリフルオロ酢酸を、移動相 B には 0.05%トリフルオ
ロ酢酸含有アセトニトリルを用いた。流速は 0.3 mL/min、カラム温度は 40℃と
し、以下のグラジェント条件で分析を行った。B0%で分析を開始し、9分までに
B比率を直線的に 40%まで引き上げた。9.01分から 10分まで B80%、10.01分か
ら 13 分まで B0%でカラムを洗浄した。フェニルアラニンの測定には親イオン
m/z 166.19、娘イオン m/z 120.10 のフラグメントイオンを、同位体ラベルフェニ
ルアラニンの測定には親イオン m/z 171.19、娘イオン m/z 125.10 のフラグメント
イオンをそれぞれ用いた。MS 条件は以下の通りである：capillary voltage, 3000 V; 
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source temperature 120℃; desolvation temperature, 400℃; desolvation gas flow, 849 
L/h; cone gas flow, 48 L/h; cone voltage, 25 V; collision energy, 15 eV。FSR は以下の
数式に従い算出した。 
FSR = (Eb×100)/(Ea×t) 
tは同位体ラベルフェニルアラニンを投与してから上肢三頭筋を凍結するまで
の時間を表し、Eaと Ebはそれぞれ筋中遊離アミノ酸と加水分解した骨格筋サン
プル中の同位体ラベルフェニルアラニンのエンリッチメントを表す。 
 
Western Blotting 
上肢三頭筋を氷冷した 1 mM フッ化フェニルメチルスルフォニル含有 RIPA 
buffer（Cell Signaling Technology）中でホモジナイズした後、4000 g・30分間・4℃
の条件下で遠心分離を行い、上清を得た。サンプル中のタンパク質量は牛血清
アルブミンを標準品として、BCA 法により定量し、各サンプル中のタンパク質
濃度が等しくなるように RIPA bufferにより希釈した。各サンプル、タンパク質
量として 50 gを SDS PAGEに供した。アクリルアミド濃度 5.0-10%のグラジェ
ントゲル（Perfect NT Gel, DRC）を用いて、200 V・1時間電気泳動を行った。泳
動終了後、iBlot Gel Transfer Devise（Invitrogen）を用いて、PVDF 膜に転写を行
った。転写後、PVDF 膜を 0.5 % ECL Prime Blocking Agent（GE ヘルスケア）・
0.1%Tween20 含有 TBS バッファー（BioRad）中で室温・一時間振とうし、ブロ
ッキングを行った。続いて、PVDF 膜を各一次抗体を含んだ 0.1%Tween20 含有
TBS バッファー（BioRad）中で 4℃・一晩振とうした。リン酸化 mTOR の定量
には rabbit anti-phospho-mTOR（Ser2448, Cell Signaling Technology）を 1000倍希
釈し、総 mTOR の定量には rabbit anti- mTOR（Cell Signaling Technology）を 1000
倍希釈して用いた。リン酸化 4E-BP1 の定量には rabbit anti-phospho-4E-BP1
（Thr37/46, Cell Signaling Technology）を 1000 倍希釈し、総 4E-BP1 の定量には
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rabbit anti- 4E-BP1（Cell Signaling Technology）を 1000倍希釈して用いた。S6K1
の定量にはThr389のリン酸化量の測定には rabbit anti-phospho-S6K1（Thr389, Cell 
Signaling Technology）を 1000倍希釈し、Thr421/Ser424のリン酸化量の測定には
（Thr421/Ser424, Santa Cruz Biotechnology）を 1000倍希釈し、総 S6K1の定量に
は rabbit anti- S6K1（Cell Signaling Technology）を 1000倍希釈して用いた。続い
て、PVDF膜を anti-rabbit IgG HRP-linked antibody（Cell Signaling Technology）を
含んだ 0.1%Tween20 含有 TBS バッファー（BioRad）中で室温・一時間振とうし
た。抗体が結合した各種タンパク質は ECL Plus Western Blotting Detection 
Reagents（GEヘルスケア）、Chemi-doc Gel Quantification System（Bio-Rad）を用
いて可視化・定量を行った。各種タンパク質のリン酸化量はリン酸化タンパク
質量と総タンパク質量との割合で示した。 
 
統計処理 
統計処理は SPSS ver. 14.0J（SPSS）用いて解析した。全ての結果は平均値±標
準誤差で示した。有意差検定は一元配置の分散分析後、Tukeyの多重比較検定を
行った。有意水準は 5%未満とした。 
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第三節 結果 
 
骨格筋タンパク質合成速度 
2 時間の水泳運動により、運動直後群は非運動群よりも 42%低い FSR を示し
た。糖質のみを投与した場合、FSR の回復は認められなかった。一方、タンパ
ク質源を投与したホエイペプチド群とアミノ酸混合物群は減少した FSR の回復
が認められ、さらにホエイペプチドの摂取によりアミノ酸混合物群よりも有意
に FSR が増加した（Fig. 3-1）。 
 
血中インスリン、アミノ酸、グルコース濃度 
ホエイペプチド群の血中インスリン濃度は糖質群と比較して有意に高値を示
した（Table 3-2）。しかしながら、ホエイペプチド群とアミノ酸混合物群との間
には有意な差は認められなかった。タンパク質源を投与したホエイペプチド群、
アミノ酸混合物群において、血中ロイシン、総アミノ酸、必須アミノ酸及びBCAA
濃度の上昇が認められた。しかし、この 2 群間では有意な差が認められなかっ
た。血中グルコース濃度は全ての群間で有意な差は認められなかった。 
 
リン酸化 mTOR、4E-BP1、S6K1 量 
運動後のホエイペプチドの投与により、アミノ酸混合物群、糖質群と比較し
て有意にリン酸化 mTOR 量が増加した（Fig. 3-2）。同様に、アミノ酸混合物群
も糖質群と比較して有意に高いリン酸化 mTOR 量を示した。 
ホエイペプチド群はアミノ酸混合物群、糖質群と比較して有意に高いリン酸
化 4E-BP1 量を示した（Fig. 3-3）。アミノ酸混合物群も糖質群と比較して有意に
高いリン酸化 4E-BP1 量を示した。 
S6K1 の 2 種類のリン酸化抗体を用いて解析を行った結果、Thr389、
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Thr421/Ser424 どちらのリン酸化部位においてもホエイペプチド群はアミノ酸混
合物群、糖質群と比較して有意に高いリン酸化量を示した（Fig. 3-4, 3-5）。アミ
ノ酸混合物群も同様にどちらのリン酸化部位においても糖質群よりも高いリン
酸化量を示した。 
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第四節 考察 
 
 本研究では運動後に摂取するタンパク質の分子形態の違いが骨格筋タンパク
質合成の回復と mTOR シグナリングに与える影響について検討した。我々は 2
時間の水泳運動により骨格筋合成速度が減少した状態のラットにホエイタンパ
ク質由来のタンパク質源としてホエイペプチドまたは同組成のアミノ酸混合物
を投与することで骨格筋タンパク質合成速度が回復することを示した。さらに、
ホエイペプチド群はアミノ酸混合物群と比較して有意に高い骨格筋合成速度を
示した。運動後に摂取するタンパク質源として、ホエイペプチドがアミノ酸よ
りも優れた骨格筋タンパク質合成促進効果を有することが本研究によって初め
て示された。さらに本研究の結果は、ホエイペプチド中に含まれる何らかの生
理活性ペプチドがアミノ酸よりも優れた骨格筋タンパク質合成促進効果を有す
る可能性を示唆するものである。 
 
BCAA、特にロイシンが骨格筋タンパク質合成の活性化において重要な役割を
果たしていることは良く知られている(34, 71)。運動後にロイシンを単独で摂取
した場合においても骨格筋タンパク質合成が促進されることが報告されている
(72, 73)。さらに Norton ら(37)は摂取するタンパク質中に含まれるロイシン量が
骨格筋タンパク質合成の活性化には重要であると主張している。一方で、本研
究で用いた 2 種類のタンパク質源であるホエイペプチドとアミノ酸混合物のア
ミノ酸組成は同一である。すなわち、摂取した BCAA 量及びロイシン量は等し
い。さらに、ホエイペプチドとアミノ酸混合物とで骨格筋タンパク質合成速度
に与える影響が異なっているにもかかわらず、血中アミノ酸濃度は 2 群間で差
が認められなかった。これらの結果は、骨格筋タンパク質合成を活性化するた
めには、摂取するタンパク質のロイシン含量のみが重要なのではなく、その分
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子形態も重要であることを強く示唆するものである。さらに、我々はホエイペ
プチド中に含まれる活性物質がロイシンよりも優れた骨格筋タンパク質合成促
進活性を有する可能性があると考えている。Morifuji ら(41)はホエイペプチド中
に含まれる BCAA含有ジペプチドである Ile-Val, Leu-Val, Val-Leu, Ile-Ile, Ile-Leu, 
Leu-Ile, Leu-Leu がラット摘出筋において糖取り込み促進効果を有することを示
し、これらのペプチドが骨格筋グリコーゲン合成促進活性を有する可能性を示
した。このことと我々のデータをあわせて考えると、これらのペプチドが骨格
筋グリコーゲン合成のみならず、骨格筋タンパク質合成に関しても生理活性ペ
プチドとして機能していることが示唆される。 
 
mTOR シグナルは骨格筋タンパク質合成を調節する重要なシグナル因子であ
り、アミノ酸、特にロイシンによってポジティブに制御されることが良く知ら
れている(33, 74, 75)。本研究において、血中アミノ酸濃度には有意な差が認めら
れなかったにもかかわらず、ホエイペプチドの投与によりアミノ酸混合物と比
較して有意に高い mTOR のリン酸化を引き起こした。本研究の結果により、ホ
エイペプチド中に含まれる何らかの生理活性物質がロイシン単独よりも強く
mTOR のリン酸化を引き起こす可能性が示唆された。mTOR の下流のシグナル
因子である S6K1 と 4E-BP1 は mRNAの翻訳開始を活性化し、骨格筋タンパク質
合成を刺激することが知られている(76, 77)。本研究において、ホエイペプチド
群は S6K1と 4E-BP1のいずれのタンパク質のリン酸化量についてもアミノ酸混
合物群よりも高値を示した。本研究の結果により、ホエイペプチドは mTOR の
活性化を介して、アミノ酸混合物よりも強く S6K1と 4E-BP1 のリン酸化を引き
起こす可能性が示唆された。また、Karlsson ら(78, 79)は S6K1 の Thr421/Ser424
のリン酸化がmTORの活性化を介さずに BCAAにより引き起こされることを示
した。このことより、本研究において、ホエイペプチド群において S6K1 の
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Thr421/Ser424 のリン酸化量が増加したのは、ホエイペプチドに含まれる生理活
性ペプチドがmTORを介さずに直接Thr421/Ser424部位のリン酸化を増加させる
ことで S6K1を活性化する可能性を示していると考えられる。 
 
Morifujiら(61)は骨格筋への糖取り込み活性を有する BCAA含有ジペプチドの
血中濃度がホエイペプチドの摂取により増加することを報告している。しかし
ながら、それらジペプチドの血中濃度はアミノ酸の濃度と比較してかなり低い
ものであった。本研究においてアミノ酸混合物群とホエイペプチド群の血中ロ
イシン濃度はそれぞれ 409.8 mol/L、423.9 mol/Lであった。Morifuji ら(61)の方
法に従い、本研究においてもホエイペプチド投与群のホエイペプチド中に含ま
れる 7種類の血中ジペプチド濃度を測定した結果を Table 3-3に示した。しかし、
それらの値はアミノ酸濃度と比較して極端に低いものであった。一方で、これ
らのジペプチドはアミノ酸混合物群では検出されなかった。これらのジペプチ
ドがロイシンよりも低い血中濃度であっても mTOR シグナルを活性化する効果
を有するのかどうか、今後さらなる検討が必要である。 
 
これまでに多くの研究において、アミノ酸刺激と運動刺激のどちらにおいて
も骨格筋タンパク質合成の活性化には血中インスリンが必須であることが示さ
れている(80)。特に mTOR シグナルの調節にはインスリン利用能が重要である。
Morifuji ら(61)はホエイペプチド摂取後 1 時間までの血中インスリン応答が未分
解のホエイタンパク質よりも優れていることを示した。本研究において、統計
学的に有意な差は認められなかったものの、ホエイペプチド群はアミノ酸混合
物群よりも高い血中インスリン濃度を示した。また、血中インスリン濃度とFSR、
mTOR のリン酸化量の相関関係を調べた結果、どちらも有意な正の相関関係が
認められた（FSR；r = 0.51、P = 0.012、p-mTOR；r = 0.66、P < 0.001）。これら
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の結果を併せて考えると、ホエイペプチドの投与により増加した血中インスリ
ンにより mTOR のリン酸化を介して骨格筋タンパク質合成が活性化される可能
性が示唆された。 
 
水泳運動はラットにとって非常にストレス負荷が高い運動であり、ストレス
ホルモンであるグルココルチコイドの分泌を増加させることが知られている
(81)。グルココルチコイドの分泌量の増加と骨格筋萎縮の関係性がこれまでに報
告されており(82)、グルココルチコイド処理した動物において、骨格筋タンパク
質合成が阻害されることが報告されている(83)。さらに、グルココルチコイド活
性を有する化合物であるデキサメタゾンは骨格筋において、アミノ酸によって
誘導される骨格筋タンパク質合成と、S6K1 及び 4E-BP1 のリン酸化を阻害する
ことが報告されている(84)。それゆえ、本研究において認められたホエイペプチ
ドによる骨格筋タンパク質合成促進効果は mTOR シグナルを活性化する作用の
みによるのではなく、グルココルチコイドによる影響を抑える作用が関与して
いる可能性も考えられる。 
 
 本章において、持久運動後のホエイペプチドの投与はアミノ酸よりも優れた
骨格筋合成促進作用を示し、その作用メカニズムとして mTOR シグナルの活性
化が関与している可能性が示された。これらの結果は、ホエイペプチド中に含
まれる何らかのペプチド等の活性物質がロイシンよりも優れた mTOR シグナル
活性化作用を有する可能性を示唆するものである。本章の結果により、スポー
ツ栄養学において、アスリートが運動後に骨格筋の増量を目的として摂取する
べきタンパク質の分子形態に関して新たな知見が得られた。
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Table 3-1.  Macronutrient composition of the test solutions 
  carbohydrate Fat Protein   carbohydrate Fat Protein   Energy   carbohydrate Fat Protein 
 (g/ 100 g)   (% energy)   (kJ/ g)   (g/ 44 kJ) 
CHO 100.00  0.00  0.00   100.00  0.00  0.00   16.74   2.63  0.00  0.00  
AAM 82.00  0.00  18.00   82.00  0.00  18.00   16.74   2.16  0,00  0.47  
WPH 82.02  0.07  17.91    81.95  0.15  17.90    16.75    2.15  0.01 > 0.47  
AAM, amino acids mixture; CHO, carbohydrate; WPH, whey protein hydrolysates
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Table 3-2.  Plasma amino acid and insulin levels of rats administered diets that 
differed in the molecular forms of dietary whey-based protein, measured 1 h 
after swimming. 
(Mean values and standard errors) 
 
  CHO   AAM   WPH 
  Mean SE   Mean SE   Mean SE 
Leucine (mol/l) 176.6
b 16.9   409.8a 44.1   423.9a 28.8  
TAA (mol/l) 4949.0
b 159.2   7368.3a 420.2   7119.8a 208.0  
EAA (mol/l) 1467.4
b 79.5   2577.6a 232.7   2584.7a 128.6  
BCAA (mol/l) 552.8
b 49.4   1115.6a 111.8   1133.8a 73.0  
Glucose (mmol/l) 10.0a 0.5   9.3a 0.7   9.2a 0.6  
Insulin (pmol/l) 76.6b 9.7    107.9ab 20.1    147.9a 20.4  
AAM, amino acid mixture; BCAA, branched chain amino acids; CHO, 
carbohydrate; EAA, essential amino acids; TAA, total amino acids; WPH, whey 
protein hydrolysates 
a,b Means not sharing a common letter differ,, P < 0·05 (Tukey’s post-hoc 
analysis).  
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Table 3-3.  Plasma BCAA-contained dipeptide levels of rats administered 
WPH, measured 1 h after swimming. 
(Mean values and standard errors) 
 
  WPH 
  Mean SE 
Ile-Val (nmol/l) 11.1 1.4  
Leu-Val (nmol/l) 6.0 0.7  
Val-Leu (nmol/l) 25.9 3.1  
Ile-Ile (nmol/l) 9.4 1.1 
Leu-Ile (nmol/l) 1.7 0.2  
Ile-Leu (nmol/l) 13.2 1.2 
Leu-Leu (nmol/l) 34.2 4.3 
WPH, whey protein hydrolysates 
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Fig. 3-1.  The fractional rates of protein synthesis in rats administered diets 
that differed in molecular forms of dietary whey-based protein, measured 1 h 
after swimming activity. The values are expressed as means and SE, n = 8. a,b,c 
Means not sharing a common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post-hoc analysis). 
AAM, amino acids mixture; CHO, carbohydrate; EX, exercise control; SED, 
sedentary controls; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 3-2.  Skeletal muscle phosphorylated mTOR levels of rats administered 
diets that differed in molecular forms of dietary whey-based protein, measured 1 
h after swimming. Phosphorylated mTOR was normalized for total mTOR. The 
values are expressed as means and SE, n = 8. a,b,c Means not sharing a 
common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post-hoc analysis). AAM, amino acids 
mixture; CHO, carbohydrate; mTOR, mammalian target of rapamycin; WPH, 
whey protein hydrolysates. 
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Fig. 3-3.  Skeletal muscle phosphorylated 4E-BP1 levels of rats administered 
diets that differed in molecular forms of dietary whey-based protein, measured 1 
h after swimming. phosphorylated 4E-BP1 was normalized for total 4E-BP1. 
The values are expressed as means and SE, n = 8. a,b,c Means not sharing a 
common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post-hoc analysis). AAM, amino acids 
mixture; CHO, carbohydrate; WPH, whey protein hydrolysates; 4E-BP1, 
eukaryotic initiation factor 4E binding protein-1. 
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Fig. 3-4.  Skeletal muscle phosphorylated S6K1 at Thr389 levels of rats 
administered diets that differed in molecular forms of dietary whey-based 
protein, measured 1 h after swimming. Phosphorylated S6K1 was normalized 
for total S6K1. The values are expressed as means and SE, n = 8. a,b,c Means 
not sharing a common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post-hoc analysis). AAM, 
amino acids mixture; CHO, carbohydrate; S6K1, ribosomal protein S6 kinase; 
WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 3-5.  Skeletal muscle phosphorylated S6K1 at Thr421/Ser424 levels of 
rats administered diets that differed in molecular forms of dietary whey-based 
protein, measured 1 h after swimming. Phosphorylated S6K1 was normalized 
for total S6K1. The values are expressed as means and SE, n = 8. a,b,c Means 
not sharing a common letter differ, P < 0.05 (Tukey’s post-hoc analysis). AAM, 
amino acids mixture; CHO, carbohydrate; S6K1, ribosomal protein S6 kinase; 
WPH, whey protein hydrolysates. 
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第四章 運動後のホエイペプチドの摂取が 
骨格筋遺伝子発現に与える影響の網羅的解析 
 
第一節 目的 
 
長時間の運動は糖質の貯蔵形態である筋グリコーゲン量の減少(85)や骨格筋
タンパク質合成・分解のバランスの変化(24, 86)等多くの変化を身体にもたらす。
そのため、これまでに運動後の回復期間における、組織中の糖代謝とタンパク
質代謝に関して多くの研究が行われてきている(10, 86)。 
運動後のタンパク質、アミノ酸の摂取は筋グリコーゲンの回復(10, 14)、骨格
筋タンパク質合成の促進に効果的であることが知られている(86)。タンパク質、
アミノ酸摂取によるこれらの生理機能においては、アミノ酸の中でも BCAA、
特にロイシンが重要な役割を果たしていることが報告されており(16, 17, 60, 72, 
87)、Norton ら(37)は摂取するタンパク質のロイシン含量が骨格筋タンパク質合
成を高めるためには重要であると主張している。 
我々はこれまでにホエイタンパク質を加水分解したホエイペプチドに注目し
て研究を進めており、本研究の第二章、第三章において運動後に摂取するタン
パク質の BCAA含量だけでなく、分子形態が重要であることを示した。すなわ
ち、ホエイペプチドがアミノ酸よりも優れたグリコーゲン合成促進、骨格筋タ
ンパク質合成促進効果を有することを示した。しかしながら、ペプチドとして
摂取した場合とアミノ酸として摂取した場合とで、どのように作用メカニズム
が異なるのかは不明である。 
最近の研究で Rowland ら(88)は運動後のホエイタンパク質の摂取により細胞
外マトリックスや収縮タンパク質を含む、組織構造や再構成に関わる遺伝子発
現が調節されることを示した。しかしながら、運動後に摂取するタンパク質の
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分子形態の違い、すなわちタンパク質やアミノ酸という形態ではなく、ホエイ
ペプチドとして摂取することによって、骨格筋の遺伝子発現に与える影響がど
のように異なるのかは不明である。そこで、本研究ではホエイペプチドとアミ
ノ酸が骨格筋の代謝に与える影響の作用メカニズムの違いを明らかにする目的
で、それぞれが骨格筋の遺伝子発現に与える影響の違いを、DNA マイクロアレ
イを用いて網羅的に解析した。 
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第二節 材料と方法 
 
実験動物 
本章では第三章にて用いた動物個体のうち、アミノ酸混合物群とホエイペプ
チド群の動物個体を用いた。 
 
試験デザイン 
動物試験デザインは第三章に記した。解剖時に滑車上筋を摘出し、RNAlater
（QIAGEN）中に保存し、使用時まで-20℃で保存した。 
 
血漿成分分析 
血漿成分の分析方法は第三章に記した。 
 
骨格筋タンパク質合成速度測定法 
骨格筋タンパク質合成速度（FSR）測定法は第三章に記した。 
 
RNAの単離及び DNAマイクロアレイ 
アミノ酸混合物群とホエイペプチド群から FSRの値が平均的な各群 4個体を
選抜した（Table 4-1）。ラットから摘出した滑車上筋をサンプルとし、QIAGEN 
RNeasy Fibrous Tissue Kit を用い、個別に total RNAを抽出・精製した。RNAサ
ンプルは 260及び 280 nm の吸光度を測定するとともに、BioAnalyzer（Agilent）
を用いてゲル電気泳動パターンを取得し、各 RNA サンプルの量的・質的適性
を確認した。抽出した RNA を Suyama ら(89)の方法に準じて DNA マイクロア
レイに供した。100 ng の RNA サンプルから GeneChip 3’IVT Express Kit 
（Affimetrix）を用いてビオチン標識化 aRNA を調製した。続いて 50-200 残基
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の aRNA 断片とし、Affymetrix 社提供のプロトコルに従い、Affymetrix Rat 
Genome 230 2.0 Arrayにハイブリダイズした。16時間のハイブリダイゼーショ
ンの後、Affymetrix Fluidics Station 400 を用いて洗浄工程を行い、GeneChip 上の
プローブに結合した RNA を streptavidin-phycoerythrin 染色し、蛍光標識した抗
streptavidin 抗体で処理することにより蛍光シグナルを増幅させた。各プローブ
の蛍光強度は Affymetrix 社のスキャナーで測定し、データファイル（CELファ
イル）を得た。 GeneChip データは公共のデータベースに登録した
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, GEO Series accession number GSE49486）。 
 
DNAマイクロアレイデータ解析 
得られた CELファイルを統計解析言語環境 R（http://www.r-project）(90)およ
び Bioconductor（http://www.bioconductor.org/） (91)を用いて distribution free 
weighted（DFW）法を用いて正規化を行った。続いて、2 群間の発現プロファ
イル比較を行うため、R 上で prcomp()関数を用いて主成分分析(92)を行った。2
群間で有意に発現変動した遺伝子を探索するため、rank products 法(93)による解
析を行い、FDR < 0.05 と判定された遺伝子をホエイペプチド摂取により有意に
発現変動した遺伝子として選抜した。Rat Genome 230 2.0 Arrayの各遺伝子のア
ノテーションファイル（October 29, 2012, Rat230_2.na33.annot.csv）は Affymetrix
のWebサイトよりダウンロードした。 
発現変動遺伝子の中に、どのような機能に関する遺伝子が有意に濃縮されて
いるかについて、Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovert 
(DAVID; http://david.abcc.ncifcrf.gov/) (94) 及 び Quick GO 
(http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/) (95)を用いて解析を行い、P < 0.01 と判定された
Gene Ontology (GO) term を抽出した。 
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遺伝子ネットワーク解析 
有意に発現変動した個々の遺伝子間の関係性を調べるため、Ingenuity 
Pathways Analysis（IPA; Ingenuity Systems, http://www.ingenuity.com）を用いて解
析を行った。 
 
発現変動遺伝子の上流因子解析 
有意に発現変動した遺伝子の上流因子を予測するため、IPA と TFactS
（http://www.tfacts.org）(96, 97)を用いて解析を行った。 
 
Western Blotting 
サンプルとして各個体の上肢三頭筋を用い、第三章に記した方法で Western 
Blottingを実施した。リン酸化細胞外シグナル調節キナーゼ 1/2（extracellular 
signal-regulated kinase 1/2; ERK1/2）の定量には rabbit anti-phospho-ERK1/2
（Thr202/Tyr204, Cell Signaling Technology）を 1000倍希釈し、総 ERK1/2 の
定量には rabbit anti-ERK1/2（Cell Signaling Technology）を 1000 倍希釈して用
いた。低酸素誘導因子（hypoxia inducible factor; HIF）-1の定量には rabbit 
anti-HIF-1（Santa Cruz Biotechnology）を 1000 倍希釈し、-アクチンの定量
には rabbit anti--アクチン（Cell Signaling Technology）を 1000 倍希釈して用
いた。リン酸化ERK1/2量は総ERK1/2量との割合で示した。HIF-1量は-actin
量で標準化した値で示した。 
 
統計処理 
FSR、血中成分、Western blotting の結果は平均値±標準誤差で示した。有意
差検定は Studentの t 検定を用いた。なお、有意水準は 5%未満とした。 
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第三節 結果 
 
DNAマイクロアレイ解析 
DFW 法により正規化したマイクロアレイデータについて主成分分析を行っ
た。その結果、ホエイペプチド群とアミノ酸混合物群は異なるクラスターを形
成し、2 群間で遺伝子発現プロファイルが異なっていることが示された（Fig. 
4-1）。 
ホエイペプチド摂取により有意に発現変動した遺伝子を探索するため、DFW
法により正規化したマイクロアレイデータについて rank products 法による比較
解析を行った。DFW 法と rank products 法を組み合わせる手法は、発現変動遺伝
子を検出する最適な方法の一つであることが報告されている(98)。FDR < 0.05
と判定された遺伝子を発現変動遺伝子として選抜した結果、ホエイペプチド摂
取によりアミノ酸混合物群と比較して有意に発現変動した 189 遺伝子が特定さ
れた。その内訳はホエイペプチド摂取により発現亢進した遺伝子：134 遺伝子、
ホエイペプチド摂取により発現抑制された遺伝子：55遺伝子であった。 
 
Gene Ontology 解析 
発現変動遺伝子群に有意に濃縮された生理機能について、DAVID を用いて
Gene-annotation enrichment analysis (GO_BP3) を行った。得られた GO term のリ
ストを Quick GO を用いて階層表示し、結果を図としてまとめた。ホエイペプ
チド摂取により発現亢進した遺伝子については Fig. 4-2 に、発現減少した遺伝
子は Fig. 4-3に示した。これら GO term のツリーの最下層に示された GO term
が最も具体的な機能を表す遺伝子カテゴリであるため、最下層の GO term に注
目した。 
ホエイペプチド摂取により発現亢進した遺伝子群の解析においては、免疫応
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答（immune response）、サイトカイン産生の負の制御（negative regulation of 
cytokine production）、RNAポリメラーゼ IIプロモーターからの転写の正の制御
（positive regulation of transcription from RNA polymerase II promoter）、ニューロ
ン分化の負の制御（negative regulation of neuron differentiation）、有機物刺激に対
する応答（response to organic substance）、機械的刺激に対する応答（response to 
mechanical stress）、創傷に対する応答（response to wounding）、横紋筋組織の発
達（striated muscle tissue development）の各 GO termが見出された。これらの GO 
term には 45 遺伝子が含まれており、それらの個々の遺伝子と GO term の関係
を Fig. 4-4に示した。個々の遺伝子に注目した結果、多くの GO term に筋修復
に関与する遺伝子が共通に含まれていることが示された。すなわち、免疫応答、
サイトカイン産生の負の制御、ニューロン分化の負の制御、有機物に対する応
答、創傷に対する応答の GO term には Cd24(99)が共通に含まれていた。免疫応
答、創傷に対する応答の GO term には Ccl7 と Cxcl1(100, 101)が共通に含まれて
いた。有機物に対する応答、機械的刺激に対する応答、創傷に対する応答の GO 
term には Ccl2(100)が共通に含まれていた。また、RNA ポリメラーゼ II プロモ
ーターからの転写の正の制御の GO termには骨格筋の発達に関与する重要な遺
伝子である Nr4a3、Egr1、Junb、Nr4a1、Cited2、Six1が含まれていた。 
ホエイペプチド摂取により発現抑制された遺伝子群の解析においては、免疫
応答（immune response）、抗原プロセシング及びペプチド抗原の提示（antigen 
processing and presentation of peptide antigen）、横紋筋収縮（striated muscle 
contraction）、血液循環（blood circulation）、心室心筋の形態形成（ventricular cardiac 
muscle morphogenesis）、筋組織の形態形成（muscle tissue morphogenesis）、心臓
の形態形成（heart morphogenesis）、筋繊維の発達（muscle fiber development）、
ATPase活性の制御（regulation of ATPase activity）に分類される GO termが見出
された。これら 9 つの GO term 中には 14 の発現変動した遺伝子が含まれてい
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た（Fig. 4-5）。これらを 9つの GO term は Fig. 4-5に示したとおり、ATPase活
性の制御を含むクラスターと免疫応答を含むクラスターの 2つに分かれた。特
に、Myh6と Myh7 は横紋筋収縮、血液循環、心室心筋の形態形成、筋組織の形
態形成、心臓の形態形成、筋繊維の発達、ATPase活性の制御の全ての GO term
に共通に含まれていた。さらに、Tnnc1 と Tnni1 は心室心筋の形態形成、筋組
織の形態形成、心臓の形態形成の全ての GO term に共通に含まれていた。これ
らの遺伝子は全て骨格筋収縮に関与する遺伝子であった。 
 
遺伝子ネットワーク解析 
IPA を用いて有意に発現変動した遺伝子間の相互関係のネットワークについ
て解析を行い、特にホエイペプチド摂取により発現亢進した遺伝子群では骨格
筋発達に関与する遺伝子群に注目し、発現減少した遺伝子群では骨格筋収縮に
関与する遺伝子群のネットワークに注目して解析を行った。その結果、細胞の
発達（cellular development）に関与する遺伝子群のネットワークにホエイペプチ
ド摂取により発現が亢進した Nr4a3、Nr4a1、Egr1 といった骨格筋における重
要な転写因子が含まれていた（Fig. 4-6）。また、骨格と筋組織の発達（skeletal and 
muscular system development）に関与する遺伝子群のネットワーク中にホエイペ
プチド摂取により発現が減少した Myh7、Tnnc1、Tnni1、Tnnt1 といった骨格筋
収縮に関与する遺伝子群が含まれていた（Fig. 4-7）。興味深いことに同じくこ
の遺伝子ネットワークに含まれる、骨格筋収縮に関与する遺伝子である Myh3
は発現が亢進していた。 
 
発現変動遺伝子の上流因子解析 
有意に発現変動した遺伝子の上流因子を解析するため、IPAと TFactS を用い
て解析を行った。 
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第一に IPA を用いた上流因子解析を行い、ERK1/2 によって発現が調節され
る 9遺伝子を見出した（Table 4-2）。ERK1/2により発現調節される遺伝子群の
中で、Nr4a3、Egr1、Ankrd2、Ccl7、Junb、Myc、Serpine1 はホエイペプチド摂
取により発現が亢進していた。Nr4a3 と Junbはいずれも骨格筋量の調節に関与
する遺伝子である(102, 103)。Egr1はミトコンドリアの発生に関与する遺伝子で
ある(104)。Ankrd2 は Ttn、Csrp3、Myod1 といった遺伝子群の発現に関わってい
る遺伝子である(105)。Mycは糖代謝及びエネルギー代謝に関わる遺伝子群の発
現を調節する役割をもつ(106)。Serpine1 はフィブリン溶解、タンパク質分解を
調節している(107)。一方、Adipoq と Cdkn1a の 2 つの遺伝子はホエイペプチド
摂取により発現が減少していた。Adipoq は選択的に ERK1/2 シグナル経路を阻
害することが報告されている(108)。Cdkn1a は抗アポトーシス作用があると考
えられている遺伝子である(109)。 
続いて、TFactS を用いて、HIF-1によって発現が調節されている 3遺伝子を
見出した（Table 4-2）。これらの 3遺伝子（Nr4a1、Serpine1、Hmox1）はいずれ
もホエイペプチド摂取により発現が亢進していた。Nr4a1 は糖代謝及び脂質代
謝に関与していると考えられている遺伝子である(110)。Hmox1 は通常時では発
現量が非常に低いものの、激しい運動の後には発現が亢進することが報告され
ている(111)。 
  
 
Western blotting 解析 
最後に、ホエイペプチドが実際に ERK1/2 及び HIF-1の 2つのタンパク質を
活性化しているかどうか調べるため、ERK1/2 のリン酸化量と HIF-1の総タン
パク質量を Western blotting 法によって解析した。ERK1/2 はリン酸化により活
性化することが知られている(33, 112)。一方で、HIF-1は低酸素等の刺激によ
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り急激にタンパク質量が増加し、下流の遺伝子発現を誘導することが報告され
ている(113)。ホエイペプチド群の ERK1/2 のリン酸化量はアミノ酸混合物群と
比較して有意に高値を示した（Fig. 4-8）。また、ホエイペプチドの投与により
アミノ酸混合物投与と比較して有意に HIF-1の総タンパク質量が増加した
（Fig. 4-9）。 
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第四節 考察 
 
 我々は、第三章において運動後のホエイペプチドの摂取よりアミノ酸混合物
摂取と比較して有意に骨格筋タンパク質合成が促進されることを示した。本章
では、ホエイペプチドが遺伝子発現に与える影響を網羅的に解析するため、
DNAマイクロアレイを用いて、ホエイペプチド群とアミノ酸混合物群とで比較
解析を行った。得られた DNA マイクロアレイのデータを用いて、初めに主成
分分析を行った。その結果、ホエイペプチド群とアミノ酸混合物群とでは骨格
筋における遺伝子発現プロファイルが異なっていることが明らかになった。 
 
続いて、ホエイペプチド摂取により発現亢進した遺伝子群が関与する生理機
能について GO解析を行い、8つの特異的な GO term を見出した。これらの GO 
term 中に運動後の骨格筋修復に関与する重要な因子である、Cd24、Ccl2、Ccl7、
Cxcl1 が含まれていた(99-101)。これらの結果は、ホエイペプチドはアミノ酸混
合物摂取よりも、素早く骨格筋修復を誘導する可能性を示唆するものである。
さらに、RNA ポリメラーゼ II プロモーターからの転写の正の制御の GO term
には骨格筋の発達に関与する重要な遺伝子群が含まれていた。そこで、我々は
この GO term に注目し、これらの遺伝子が関与する遺伝子ネットワークに注目
して IPAを用いて解析を行った。その結果、細胞の発達に関与する遺伝子ネッ
トワーク中に Nr4a3、Nr4a1、Egr1 の転写因子が含まれており、これらの遺伝
子は糖代謝と骨格筋タンパク質合成に関わる重要な酵素である Aktと相互作用
を及ぼしていることが明らかになった(17, 33)。Morifuji ら(42)は運動後の糖質と
ホエイペプチドの同時摂取は Aktを活性化することで、糖質のみを摂取した場
合よりも骨格筋グリコーゲンの回復量を高めることを報告している。今回の結
果と併せて考えると、ホエイペプチド摂取によるAktの活性化がNr4a3、Nr4a1、
 69 
Egr1の遺伝子発現亢進に関与している可能性が考えられた。また、これら 3つ
の遺伝子はいずれも代謝に関与する遺伝子である(104, 110)。今回、細胞の発達
に関与する遺伝子ネットワーク解析から、これらの遺伝子が糖代謝を制御する
酵素であるヘキソキナーゼ(114)、ピルビン酸キナーゼ(115)、ホスホフルクトキ
ナーゼ(116)と相互作用を及ぼしていることが示された。これらの結果を併せて
考えると、これら 3つの遺伝子発現の亢進が、ホエイペプチド摂取による骨格
筋グリコーゲン増加効果に関与している可能性が示唆された。 
 
ホエイペプチド摂取により発現減少した遺伝子群が関与する生理機能に関し
ても同様に Gene Ontology解析を行い、9 つの特異的な GO term を見出し、それ
らが 2 つのクラスターに分かれていることが示された。2 つのクラスターのう
ちの 1つには骨格筋繊維をコードする遺伝子である Myh7、Tnni1、Tnnc1、Tnnt1
が含まれていた。これらの骨格筋繊維に関与する遺伝子群が含まれる遺伝子ネ
ットワークについて解析を行った結果、骨格と筋組織の発達に関与する遺伝子
群のネットワーク中にこれらのホエイペプチド摂取により発現が減少した遺伝
子群が含まれる一方、発現亢進した遺伝子であり骨格筋繊維をコードする遺伝
しである Myh3 も含まれていることが明らかになった。げっ歯類の骨格筋はタ
イプ I、タイプ IIa、タイプ IIx、タイプ IIb の 4種類の異なる筋繊維タイプから
構成されている(117, 118)。遅筋繊維であるタイプ I繊維は、最大発揮筋力は弱
いものの長時間筋力発揮を持続可能である。また、多くのミトコンドリアを含
んでおり、脂質代謝が活発である。速筋繊維であるタイプ IIx、タイプ IIb繊維
は短時間に強い筋力を発揮することができる。またミトコンドリア含量は低く、
主に解糖系からエネルギーを産生する。タイプ IIa 繊維はこれらの中間的な繊
維であり、両方の特徴を併せ持つ繊維である。興味深いことに、本研究でホエ
イペプチドによって発現減少した Myh7、Tnni1、Tnnc1、Tnnt1 はいずれもタイ
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プ I 繊維をコードする遺伝子である(117)。一方、ホエイペプチド摂取により発
現亢進した Myh3 は筋細胞の発達初期に発現することが知られている(119)。ま
た、本研究においてホエイペプチド摂取により骨格筋における重要な転写因子
である Six1の遺伝子発現が亢進していることを見出した。Six1 は骨格筋組織を
遅筋繊維から速筋繊維へと再構成することが報告されている(120)。本章では、
我々は DNA マイクロアレイ解析に滑車上筋を用い、Western blotting 解析及び
第三章での骨格筋タンパク質合成解析には上肢三頭筋を用いた。滑車上筋と上
肢三頭筋はどちらも上肢筋であり、ラットの水泳運動時に主に使用される筋肉
であることが報告されている(121)。加えて、どちらの筋肉も約 90%のタイプ II
繊維から構成される高度に速筋優位の筋肉である(122, 123)。つまり、滑車上筋
と上肢三頭筋は同様の機能と筋繊維組成を有する筋肉であるといえる。これら
を併せて考えると、本研究の結果から、ホエイペプチドは滑車上筋と上肢三頭
筋における速筋繊維の比率をより高めることで運動後の骨格筋適応を促進する
可能性が示唆された。 
 
本研究において DNA マイクロアレイデータの解析から ERK1/2 と HIF-1の
2 つの因子が、ホエイペプチド摂取により発現変動した遺伝子のうち、それぞ
れ 9遺伝子と 3遺伝子の発現を調節していることを見出した。さらに、ホエイ
ペプチド摂取によりアミノ酸混合物摂取と比較して、ERK1/2 のリン酸化量及
び HIF-1の総タンパク質量が増加することが示された。これらの結果は、ホエ
イペプチドが ERK1/2と HIF-1の活性化を介して遺伝子発現を調節している可
能性を示唆するものである。ERK1/2 と HIF-1の遺伝子発現調節の作用メカニ
ズムについて、本研究の結果から考えられる仮説を Fig. 4-10に示した。ERK1/2
シグナル経路は骨格筋収縮後の転写の開始と伸長の調節に関与することが報告
されている(112)。ERK1/2 と mTOR のシグナル経路の相互作用が知られている
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が、栄養素の摂取が骨格筋タンパク質の再構成に与える効果は主に mTOR シグ
ナルの活性化によるものであると言われている(33)。我々は第三章において、
アミノ酸混合物を摂取した場合と比較してホエイペプチド摂取により mTOR
シグナルが活性化されることを示した。Karlsson ら(78)はヒト試験において
BCAA の摂取により ERK1/2 ではなく、mTOR シグナルの活性化を介して転写
開始が活性化されることを報告している。しかし、本研究の結果は、ホエイペ
プチド摂取が mTORシグナル経路と同様に ERK1/2も活性化することを示すも
のである。また、Motobayashi ら(108)はアディポネクチンが ERK1/2 抑制を介し
て IGF-1 による細胞遊走を阻害することを報告している。本研究の結果と併せ
て考えると、ホエイペプチドは Adipoq の発現を抑制することで ERK1/2 の活性
を保つ可能性が示唆された。一方、HIF-1は低酸素刺激に対する転写応答を調
節している(124)。摂取する栄養素と HIF-1の活性については明らかになってい
ないが、本研究によりホエイペプチドが mTOR の活性化を介して HIF-1を活
性化する可能性が示唆された。本研究により、摂取する栄養素が mTOR シグナ
ル、ERK1/2 シグナルに与える効果に関する新たな知見が得られた。 
 
さらに本研究において、HIF-1、ERK1/2 によって発現調節される、Nr4a3(102)、
Junb(103)、Ankrd2(125, 126)の 3つの骨格筋肥大に関与する遺伝子の発現がホエ
イペプチド摂取により亢進していた。それゆえ、ホエイペプチド摂取によるこ
れらの遺伝子の発現亢進と骨格筋タンパク質合成の促進は相互に影響を及ぼし
あっている可能性が考えられた。また、ホエイペプチドにより発現亢進した骨
格筋修復に関与する遺伝子である Ccl7 と Hmox1 も ERK1/2 または HIF-1によ
って発現調節されている。損傷した骨格筋において、修復のためには Ccl2 の発
現が必要であることが知られているが、特に Ccl2 欠損時には Ccl7 が同様に筋
修復において重要な役割を果たすことが報告されている(100)。Hmox1 の骨格筋
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における役割はまだ不明な点が多いが、Pilegaard ら(111)は Hmox1 が他の組織
において果たす役割と同様に、運動後に発生するフリーラジカルからの細胞内
損傷を減少させることで骨格筋において保護的な役割を果たしていると主張し
ている。本研究において認められた、ホエイペプチドの摂取によるこれらの遺
伝子発現の亢進は、ホエイペプチドが ERK1/2 と HIF-1の活性化を介して素早
い骨格筋修復を誘導する可能性を示唆するものである。 
 
本研究で用いたホエイペプチドとアミノ酸混合物のアミノ酸組成は同一であ
り、それぞれの群の血中アミノ酸濃度には差が認められなかったが、遺伝子発
現に与える影響は両群間で異なっていることが示された。それゆえ、ホエイペ
プチド中に含まれるなんらかの活性物質が遺伝子発現に影響を与えた可能性が
考えられた。第三章において、ホエイペプチド摂取により、骨格筋への糖取り
込み促進活性を有する BCAA 含有ペプチドの血中濃度が上昇することを示し
た。これらのペプチドが遺伝子発現にも影響を及ぼすか否かについてはさらな
る検討が必要である。 
 
本章では、運動後のラット骨格筋を用いて、ホエイペプチド摂取によりアミ
ノ酸混合物摂取と比較して発現が有意に変動する 189遺伝子を同定した。さら
に、ホエイペプチド摂取により発現変動した遺伝子の発現を調節する上流因子
として ERK1/2 と HIF-1の 2つのタンパク質を見出した。本研究により、ホエ
イペプチド摂取により ERK1/2と HIF-1の活性化を介して遺伝子発現プロファ
イルの変化が誘導される可能性が初めて示された。本研究の結果は摂取 1時間
後の、比較的初期の遺伝子発現応答について検討したものであり、今後ホエイ
ペプチドの作用メカニズムをより詳細に明らかにするためには、より長期間摂
取した状態での遺伝子発現変化を検討することが必要である。 
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Table 4-1.  FSR and plasma parameters. (Mean values and standard errors) 
  AAM   WPH 
  Mean SE   Mean SE 
A. Rats ingested AAM or WPH after exercise (n = 8) 
      
FSR (%/day) 5.8  0.3   6.9 * 0.1  
Body weight (g) 169.6  2.0   169.9  2.1  
Plasma Insulin (pmol/l) 107.9  20.1   147.9  20.4  
Plasma TAA (mmol/l) 7.4  0.5   7.1  0.2  
Plasma BCAA (mmol/l) 1.1  0.1   1.1  0.1  
      
B. Rats subjected to DNA microarray analysis (n = 4) 
      
FSR (%/day) 5.8  0.2   6.9 * 0.1  
Body weight (g) 166.7  1.2   172.0  2.7  
Plasma Insulin (pmol/l) 83.3  13.6   126.9  11.3  
Plasma TAA (mmol/l) 6.9  0.4   7.2  0.3  
Plasma BCAA (mmol/l) 1.1  0.1    1.2  0.1  
AAM, amino acids mixture; BCAA, branched-chain amino acids; TAA, total 
amino acids; WPH, whey protein hydrolysate 
*; P < 0.05 (Student’s t-test). 
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Table 4-2.  ERK1/2 and/or HIF-1 target genes that showed altered expression due to WPH administration compared to amino acids 
 
Upstream 
Regulator 
gene title 
gene 
symbol 
up/down FDR 
ERK1/2     
 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3 Nr4a3 up 0 
 early growth response 1 Egr1 up 0 
 ankyrin repeat domain 2 (stretch responsive muscle) Ankrd2 up 0.000824 
 chemokine (C-C motif) ligand 7 Ccl7 up 0.002133 
 jun B proto-oncogene Junb up 0.014278 
 myelocytomatosis oncogene Myc up 0.027593 
 
serpin peptidase inhibitor,  
clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), 
member 1 
Serpine1 up 0.040616 
     
 adiponectin, C1Q and collagen domain containing Adipoq down 0.0076 
 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A Cdkn1a down 0.02713 
     
HIF-1     
 heme oxygenase (decycling) 1 Hmox1 up 0.004364 
 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 Nr4a1 up 0.017517 
 
serpin peptidase inhibitor,  
clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), 
member 1 
Serpine1 up 0.040616 
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Fig. 4-1. Principal component analysis. AAM, amino acids mixture; WPH, whey 
protein hydrolysates. 
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Fig. 4-2. Significantly enriched Gene Ontology (GO) terms (P < 0.01) found in 
the top 161 upregulated genes in the WPH group. WPH, whey protein 
hydrolysates. 
GO-ID P-Value
0006955 immune response 7·80E-05
0001818 negative regulation of cytokine production 2·33E-03
0051252 regulation of RNA metabolic process 4·81E-03
0051254 positive regulation of RNA metabolic process 2·24E-03
0045893 positive regulation of transcription, DNA-dependent 2·08E-03
0045944 positive regulation of transcription 
from RNA polymerase II promoter
6·05E-03
0006357 regulation of transcription from RNA polymerase II promoter 7·72E-04
0006355 regulation of transcription, DNA-dependent 3·57E-03
0010628 positive regulation of gene expression 8·73E-03
0051960 regulation of nervous system development 5·00E-03
0045664 regulation of neuron differentiation 4·19E-03
0045665 negative regulation of neuron differentiation 3·48E-03
0010033 response to organic substance 5·35E-03
0009612 response to mechanical stimulus 5·31E-03
0009611 response to wounding 5·97E-03
0060537 muscle tissue development 8·47E-03
GO term
0014706 striated muscle tissue development 6·70E-03
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Fig. 4-3.  Significantly enriched gene ontology (GO) terms (P < 0.01) found in 
the top 70 downregulated genes in the WPH group. WPH, whey protein 
hydrolysates. 
GO-ID P-ValueGO term
0006955 immune response 3·24E-03
0019882 antigen processing and presentation 1·24E-03
0048002 antigen processing and presentation of peptide antigen 3·28E-04
0002474 antigen processing and presentation of peptide antigen via MHC class I 2·34E-03
0003012 muscle system process 8·79E-04
0006936 muscle contraction 5·52E-04
0006941 striated muscle contraction 2·46E-05
0003013 circulatory system process 4·45E-03
0008015 blood circulation 4·45E-03
0060537 muscle tissue development 2·59E-04
0014706 striated muscle tissue development 1·99E-04
0048738 cardiac muscle tissue development 1·86E-03
0055008 cardiac muscle tissue morphogenesis 1·89E-04
0055010 ventricular cardiac muscle morphogenesis 8·12E-05
0007517 muscle organ development 5·75E-04
0007522 visceral muscle development 9·11E-03
0060415 muscle tissue morphogenesis 1·89E-04
0003007 heart morphogenesis 3·16E-03
0048747 muscle fiber development 9·81E-03
0043462 regulation of ATPase activity 1·30E-03
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Fig. 4-4. Venn and Euler diagrams represent the association of upregulated 
genes with multiple GO terms by WPH. The genes are represented as gene 
symbols. WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 4-5.  Venn and Euler diagrams represent the association of downregulated 
genes with multiple GO terms by WPH. The genes are represented as gene 
symbols. WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 4-6.  Analysis of an IPA-generated gene network. The top functions of this 
network are cell cycle, cellular development, and lipid metabolism. The intensity 
of the node colour indicates the degree of up- (red) or downregulation (green). 
Nodes are displayed using various shapes that represent the functional class of 
the gene product. 
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Fig. 4-7.  Analysis of an IPA-generated gene network. The top functions of this 
network are organ morphology, skeletal and muscular system development and 
function, and cardiovascular disease. The intensity of the node colour indicates 
the degree of up- (red) or downregulation (green). Nodes are displayed using 
various shapes that represent the functional class of the gene product. 
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Fig. 4-8.  Skeletal muscle phosphorylated ERK1/2 levels of rats administered 
WPH or AAM, measured 1 h after swimming. Phosphorylated ERK1/2 was 
normalized to total ERK1/2. The values are expressed as means and SE, n = 8. *, 
P < 0.05 (Student’s t-test). AAM, amino acids mixture; ERK1/2, extracellular 
signal-regulated kinase 1/2; WPH, whey protein hydrolysates. 
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Fig. 4-9.  Skeletal muscle HIF-1 levels of rats administered WPH or AAM, 
measured 1 h after swimming. HIF-1 -actin. The values 
are expressed as means and SE, n = 8. *, P < 0.05 (Student’s t-test). AAM, 
amino acids mixture; HIF-1, hypoxia-inducible factor-1; WPH, whey protein 
hydrolysates. 
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Fig. 4-10.  The possible pathway of regulation of gene expression by WPH via 
activation of ERK1/2 and HIF-1.  
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第五章 総合討論 
 
運動後に摂取するタンパク質として広く用いられているホエイタンパク質は
様々な生理機能を有することが知られているが、その生理機能にはホエイタン
パク質中に豊富に含まれる BCAA、特にロイシンが重要な役割を果たしている
と考えられてきた(37)。我々の先行研究において、Morifuji ら(42)は運動モデル
ラットを用いて、糖質とホエイペプチドの同時摂取はホエイタンパク質やBCAA
との同時摂取よりもグリコーゲン回復量を高めることを明らかにし、摂取する
タンパク質の BCAA 量だけが重要なのではなく、タンパク質の分子形態も重要
であることを示した。しかしながら、ホエイペプチドの生理機能については不
明な点が多く、未分解のホエイタンパク質や BCAA と異なる作用を示すメカニ
ズムに関する詳細な報告は無かった。 
そこで、本研究ではまず第二章において、運動と組み合わせたホエイペプチ
ドの長期的な摂取が骨格筋中グリコーゲン量に与える影響を調べた。その結果、
ホエイペプチドの摂取により、グリコーゲン合成酵素が活性化されることで骨
格筋グリコーゲン量が高まることが示唆された。さらに、統計的に有意な差は
認められなかったものの、ホエイペプチド群は他の群よりも実測値として高い
運動パフォーマンスを示し、ホエイペプチドの摂取により筋グリコーゲン量が
増加し、運動パフォーマンスも増加したものと推定された。 
第三章においては、運動後のホエイペプチドの摂取が骨格筋タンパク質合成
と mTOR シグナリングに与える影響についてアミノ酸混合物の摂取を対照に比
較検討した。ホエイペプチドの投与はアミノ酸よりも優れた骨格筋合成促進作
用を示し、その作用メカニズムとして mTOR シグナルの活性化が関与している
可能性が示された。 
第四章においては、ホエイペプチドの作用メカニズムをさらに詳細に解明す
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るために、ホエイペプチドが遺伝子発現に与える影響を、アミノ酸混合物摂取
を対照として DNA マイクロアレイを用いて網羅的に比較解析を行い、発現変動
遺伝子を同定するとともに、上流因子として ERK1/2 と HIF-1を見いだした。 
 
第四章の遺伝子間ネットワーク解析の中で、細胞の発達に関与する遺伝子ネ
ットワーク中に Nr4a3、Nr4a1、Egr1の転写因子が含まれており、これらの遺伝
子は糖代謝と骨格筋タンパク質合成の両方に関わる重要な酵素である Akt と相
互作用していることが明らかになった(17, 33)。Aktはインスリンの下流にあるシ
グナル因子であることが知られている(18)。第三章において、有意な差は認めら
れなかったものの、ホエイペプチド摂取により血中インスリン濃度が実測値と
して高い値を示した。つまり、インスリン濃度が上昇し、Aktが活性化されるこ
とで、これらの 3 つの遺伝子の発現が亢進した可能性が考えられた。第二章に
おいて、ホエイペプチド摂取によりグリコーゲン合成酵素の脱リン酸化が生じ
ることを示したが、Akt はグリコーゲン合成酵素をリン酸化する酵素である
GSK-3 の活性を抑えることで、グリコーゲン合成酵素を活性化することが知ら
れている(127, 128)。また、これら 3 つの遺伝子はいずれも代謝に関与する遺伝
子であり(104, 110)、遺伝子ネットワーク解析から、これらの遺伝子が糖代謝を
制御する酵素であるヘキソキナーゼ(114)、ピルビン酸キナーゼ(115)、ホスホフ
ルクトキナーゼ(116)と相互作用していることが示された。ホエイペプチド摂取
がこれらの酵素に及ぼす影響は不明であるが、我々の先行研究において Morifuji
ら(35)はホエイタンパク質の摂取により、解糖系を調節する重要な酵素である 6-
ホスホフルクトキナーゼの活性が低下することで筋グリコーゲン量が増加する
ことを報告している。これらの結果を併せて考えると、これら 3 つの発現亢進
遺伝子と Akt を含む相互ネットワークが、ホエイペプチド摂取による骨格筋グ
リコーゲン増加効果において重要な役割を果たしている可能性が示唆された
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（Fig. 5-1）。 
 
また骨格筋繊維をコードする発現変動遺伝子群を含む遺伝子ネットワークに
ついても解析を行い、タイプ I繊維をコードする遺伝子であるMyh7、Tnni1、Tnnc1、
Tnnt1(117)がホエイペプチド摂取により発現減少し、筋細胞の発達初期に発現す
る遺伝子であるMyh3(119)が発現亢進していることを見出した。さらに、骨格筋
組織を遅筋繊維から速筋繊維へと再構成する重要な転写因子である Six1(120)の
遺伝子発現が亢進していることを見出した。第三章、第四章ではそれぞれ上肢
三頭筋、滑車上筋をサンプルとして用いたが、どちらも上肢筋であり、ラット
の水泳運動時に主に使用される速筋優位の筋肉であることが報告されている
(121-123)。第三章の結果と第四章の結果を併せて考えると、運動後のホエイペ
プチドの摂取は骨格筋タンパク質合成速度を高めて骨格筋肥大を引き起こすだ
けでなく、骨格筋組織における速筋繊維の比率をより高めることで運動後の骨
格筋適応を促進する可能性が示唆された。さらに、第二章においてホエイペプ
チドの摂取により運動パフォーマンスの向上の可能性が示唆されたことから、
骨格筋繊維組成の変化が運動パフォーマンスに影響を及ぼした可能性が考えら
れた。食事成分が骨格筋の繊維タイプ移行に与える影響について、Nakazato ら
(129)はリンゴポリフェノールの摂取により、骨格筋の繊維タイプ移行が誘導さ
れる可能性を示唆している。しかしながら、摂取するタンパク質の種類、分子
形態の違いが骨格筋繊維タイプに与える影響については報告がない。今後、ホ
エイペプチドの摂取が骨格筋繊維タイプ移行に与える影響についてさらなる検
討が必要である。 
 
第四章において、ホエイペプチドの作用メカニズムを詳細に明らかにするた
め、発現変動遺伝子の上流因子を解析した結果、ホエイペプチドが ERK1/2 と
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HIF-1の活性化を介して遺伝子発現を調節している可能性が示された。ERK1/2
シグナル経路は mTOR シグナル経路と同様に、骨格筋収縮後の転写の開始と伸
長の調節に関与することが報告されている(112)。ERK1/2 と mTOR のシグナル経
路の相互作用が知られているが、栄養素の摂取が骨格筋タンパク質の再構成に
与える効果は主にmTORシグナルの活性化によるものであると言われている(33, 
78)。しかし、第三章、第四章の結果を併せて考えると、ホエイペプチド摂取に
より mTOR シグナルだけでなく、ERK1/2 シグナルも活性化されることで、アミ
ノ酸摂取よりも優れた骨格筋タンパク質合成促進効果が引き起こされる可能性
が示唆された。つまり、本研究により、栄養素と mTOR シグナル、ERK1/2 シグ
ナルの関係性について、新たな知見が得られたと考えられる。一方、HIF-1は
低酸素刺激に対する転写応答を調節している(124)。通常状態下では、HIF-1は
プロリン残基がヒドロキシル化されることで分解されている(130)。低酸素状態
下では、HIF-1は安定化し、核内に移行後、HIF-1と二量体を形成し、低酸素
誘導遺伝子の転写を活性化する(131)。摂取する栄養素と HIF-1の活性との関係
については明らかになっていないが、HIF-1の機能は mTOR によって調節され
ていることが報告されている(124)。つまり、第三章と第四章の結果を併せて考
えると、ホエイペプチドが mTOR の活性化を介して HIF-1を活性化し、遺伝子
発現を調節する可能性が示唆された。これらの知見はホエイペプチドの新たな
作用メカニズムを明らかにするとともに、摂取する栄養成分が HIF-1の活性化
を刺激するという初めての報告である。 
 
本研究の第三章においてホエイペプチド摂取により、骨格筋タンパク質合成
速度が増加することを見出し、さらに第四章において、HIF-1、ERK1/2 によっ
て発現調節される、Nr4a3(102)、Junb(103)、Ankrd2(125, 126)の 3 つの骨格筋肥大
に関与する遺伝子の発現がホエイペプチド摂取により亢進していることを見出
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した。併せて考えると、ホエイペプチド摂取により mTOR シグナルの活性化を
介した骨格筋タンパク質合成が促進されるだけでなく、これらの遺伝子の発現
も亢進することで骨格筋の肥大が誘導される可能性が考えられた（Fig. 5-2）。ま
た、これらの遺伝子発現により骨格筋量が増加することで、第二章において示
唆された運動パフォーマンスの向上が引き起こされた可能性も考えられる。今
後、ホエイペプチドの摂取によって、実際に筋肥大が誘導され、筋量や筋力の
増加が認められるのかどうか、検討をおこなう必要があると考えられる。 
 
近年、Poullain ら(38, 39)はラットを用いた研究においてペプチドは遊離のアミ
ノ酸よりも効率的に生体で利用されることを示した。また、特定のペプチドが
生体内でアミノ酸とは異なる特徴的な生理機能を示すことも報告されている。
たとえば、Hirotaら(132)はカゼイン由来のペプチド IPP、VPP がアンジオテンシ
ン転換酵素阻害活性を示すことから高血圧症状を緩和することを報告している。
我々はホエイペプチドにも、特徴的な生理機能があると仮設を立て、本研究で
は同じアミノ酸組成のアミノ酸混合物の摂取と比較することで、ホエイペプチ
ドの生理機能と作用メカニズムを明らかにしてきた。すなわち、第二章ではグ
リコーゲン合成酵素を活性化し、骨格筋グリコーゲン量を高めることを、第三
章では mTOR シグナルを活性化し骨格筋タンパク質合成速度を高めることを、
第四章では遺伝子発現プロファイルの詳細を示した。しかしながら、ホエイペ
プチドが同じ組成のアミノ酸混合物よりも優れた作用を示す、その活性本体は
明らかになっていない。我々の先行研究において Morifuji ら(41)はホエイペプチ
ド中に含まれる BCAA を含むジペプチドにロイシンと同様の骨格筋への糖取り
込み促進作用があることを見出した。また、そのメカニズムには PI3 キナーゼ、
PKC、Akt の活性化を介した GLUT4 の細胞膜移行が関わっている可能性を示し
(42, 133)、実際にラットを用いてホエイペプチドの摂取により PKC、Akt が活
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性化されることを見出した。本研究においても第四章において遺伝子間ネット
ワーク解析の結果ホエイペプチド摂取による遺伝子発現の変動に Akt が関わっ
ている可能性が示唆された。また第三章において mTOR シグナルの活性化を示
したが、Aktは mTOR の上流因子の一つである(33)。これらの結果を併せて考え
ると、本研究によって示されたホエイペプチドの生理機能の発現には、BCAA
含有ジペプチドによる Akt の活性化が関与しているかもしれない。しかしなが
ら、第三章において、ホエイペプチド摂取後の BCAA 含有ジペプチドの血中濃
度を測定した結果、アミノ酸と比較して極めて低いものであった。これらのジ
ペプチドが低濃度でもアミノ酸と同等以上の生理機能を発揮するのか、それと
も他に活性本体であるペプチドが存在するのか、さらなる検討が必要である。 
 
また、本論文の第三章においてホエイペプチド群が最も高い血中インスリン
濃度を示し、インスリンを介したシグナル伝達がホエイペプチドの生理機能の
発現に重要である可能性が示唆された。タンパク質の摂取により血中インスリ
ン濃度が上昇することは良く知られているが、作用メカニズムとしてロイシン
を含めた特定のアミノ酸は膵臓の細胞に作用し、インスリンを分泌させること
が知られている(134, 135)。さらに、近年では栄養摂取によるインスリン分泌に
は小腸から分泌されるインクレチンである GLP-1（glucagon-like peptide-1）と
GIP（glucose-dependent insulinotropic polypeptide）が重要であることが知られるよ
うになり(136)、摂取するタンパク質の違いによってインクレチンの応答が異な
ることが報告されている(137)。ホエイペプチド中に含まれるペプチドにも、膵
臓細胞に作用してインスリン分泌を促進させる作用、あるいは小腸細胞に作用
してインクレチン分泌を促進させることでインスリン分泌を増加させる作用が
あるのか、細胞レベルでの検討をおこない明らかにしていく必要がある。 
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骨格筋はヒトの運動をつかさどる組織であり、運動選手にとって筋肉が重要
であることはいうまでも無い。一方で、骨格筋は健康寿命を保つという観点か
ら、全てのヒトにとって重要な組織でもある。骨格筋量を増加させるためには
運動と組み合わせてタンパク質、アミノ酸を摂取することが重要であることが
知られている。近年では、運動選手を用いた研究に留まらず、高齢者を用いた
研究において、サルコペニアの予防に運動と組み合わせてタンパク質を摂取す
ることが効果的であることが報告されている(138)。タンパク質、アミノ酸摂取
による効果は、ロイシンが重要な役割を果たしていると考えられ、Kobayashi ら
(139)はロイシンを高配合したアミノ酸混合物の摂取が骨格筋肥大に効果的であ
ると主張している。しかし、一定量以上のロイシンを摂取しても骨格筋タンパ
ク質合成には影響がなく、過剰にロイシンを摂取する効果はないという報告も
ある(140)。本研究の結果は、摂取するタンパク質のロイシン含量のみに注目す
るのではなく、その分子形態も生理機能の発現に重要であることを示すもので
あり、ホエイペプチドが骨格筋グリコーゲンを高めるため、あるいは骨格筋タ
ンパク質合成を高めるためのサプリメントとして効果的であることが示された。
今後、さらにホエイペプチドの活性本体を明らかにしていくことで、運動選手
にとって効果的なサプリメントの開発に繋がるだけでなく、高齢者のQOL維持、
健康寿命の延長に効果的な健康食品の開発に繋がることが期待される。 
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Fig. 5-1. Possible effects of WPH on muscle glycogen synthesis.  
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Fig. 5-2. Possible effects of WPH on skeletal muscle hypertrophy. 
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要旨 
 
 長時間の運動は身体、特に骨格筋の代謝に大きな影響をもたらす。筋中のエ
ネルギー源であるグリコーゲンは枯渇し、骨格筋タンパク質合成の制御は大き
く変化する。枯渇した筋グリコーゲンを回復させるには、炭水化物を摂取する
ことが効果的である。近年、炭水化物のみを摂取するのではなく、炭水化物と
組み合わせてタンパク質を摂取することにより、効果的に筋グリコーゲンが回
復することが報告された。また、骨格筋は筋タンパク質の合成と分解のバラン
スにより一定量に保たれている。骨格筋量を増加させるための手段として運動
が広く実施されているが、運動によって骨格筋タンパク質合成が増加する一方、
骨格筋タンパク質分解も増加することが知られている。しかし、運動後にタン
パク質を摂取した場合、運動により高まった骨格筋タンパク質合成はさらに増
加し、一方、運動により高まった骨格筋タンパク質分解は抑制され、筋タンパ
ク質合成が分解を大きく上回った状態となることが報告されている。 
それらの作用メカニズムとして、分岐鎖アミノ酸、特にロイシンの関与が考え
られている。ロイシンにより骨格筋における糖の取り込みが促進し、筋グリコ
ーゲン合成が亢進するという研究結果が報告されている。また、ロイシンは筋
細胞内のシグナル系を通じて mRNA の翻訳開始を活性化することで、筋タンパ
ク質合成を急速に刺激していると考えられている。つまり、運動と組み合わせ
てタンパク質、特に分岐鎖アミノ酸、ロイシンを多く含んだものを摂取するこ
とが筋肉増強には重要であると考えられている。 
一方、近年、特定のジペプチド、トリペプチドがアミノ酸に比べ腸管吸収が優
れているのみならず、生理機能を有することが明らかになってきている。そこ
で、我々は摂取するタンパク質の分岐鎖アミノ酸含量及びロイシン含量のみが
重要なのでは無く、摂取するタンパク質の分子形態も重要であると仮説を立て、
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研究を進めてきた。その中で、分岐鎖アミノ酸、ロイシンを多く含むホエイタ
ンパク質を加水分解したホエイペプチド中に含まれる特定のジペプチド（Ile-Val, 
Leu-Val, Val-Leu, Ile-Ile, Leu-Ile, Ile-Leu, Leu-Leu）にロイシンと同様の骨格筋への
糖取り込み促進作用を見出し、報告した。また、運動後に糖質とホエイペプチ
ドを組み合わせて摂取した場合、ホエイタンパク質、分岐鎖アミノ酸を摂取し
た場合と比較して有意に骨格筋グリコーゲンが高値まで回復すること、つまり、
ホエイペプチドがホエイタンパク質や遊離アミノ酸よりも優れたグリコーゲン
回復促進作用を有することを報告した。しかし、これは単回投与の報告であり、
ホエイペプチドの長期的摂取が筋グリコーゲンに与える影響については明らか
ではない。また、同様にホエイペプチドの筋グリコーゲン促進作用のメカニズ
ムも明らかにされていない点が多い。そこで、本研究では、まず、マウスを用
いて、運動と組み合わせてホエイペプチドを長期的に摂取した場合の筋グリコ
ーゲン量を、ホエイペプチドと同組成のアミノ酸混合物と比較検討した。その
結果、ホエイペプチドの長期摂取によりアミノ酸混合物摂取と比較して有意に
筋グリコーゲン量が増加することが明らかになった。また、筋グリコーゲン量
は運動パフォーマンスと相関することがよく知られている。本研究において、
マウスの運動パフォーマンスを測定した結果、有意差は認められなかったもの
の、ホエイペプチド群は最も高い運動パフォーマンスを示し、運動パフォーマ
ンスと筋グリコーゲン量の間に正の相関関係が認められた。 
ホエイペプチドの筋グリコーゲン増加作用のメカニズムを明らかにするため、
グリコーゲン合成に関与するタンパク質であるグリコーゲン合成酵素、ヘキソ
キナーゼ、GLUT4 の mRNA量を測定した結果、グリコーゲン合成酵素の mRNA
量はホエイペプチド群で有意に増加していることが明らかとなった。また、ホ
エイペプチド群のグリコーゲン合成酵素はタンパク質レベルでも増加している
ことに加え、活性化状態である脱リン酸化状態にあることが明らかとなった。
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つまり、ホエイペプチドはグリコーゲン合成酵素の活性化を介して筋グリコー
ゲンを増加させる可能性が示唆された。 
ホエイペプチドがタンパク質やアミノ酸よりも優れたグリコーゲン回復促進効
果を有することはこれまでに示しているが、筋タンパク質代謝に与える影響が
ホエイペプチドとアミノ酸で異なるのかについては明らかにされていない。そ
こで、本研究では、ホエイペプチドの摂取が筋タンパク質代謝に与える影響に
おいてもアミノ酸と比較して優位性があると仮説を立て、運動後のホエイペプ
チド摂取が骨格筋タンパク質合成に与える影響を同組成のアミノ酸と比較検討
することとした。具体的にはラットを用いて水泳運動後にホエイペプチドまた
は同組成のアミノ酸混合物を投与し、骨格筋合成速度を調べた。その結果、ホ
エイペプチドの摂取によりアミノ酸摂取と比較して骨格筋合成速度が有意に増
加することが明らかになった。また、骨格筋合成に関与する mTOR シグナルに
関するタンパク質のリン酸化量を測定した結果、mTOR、4E-BP1、S6K1のリン
酸化量がホエイペプチド摂取により亢進することが明らかとなった。すなわち、
ホエイペプチドは同組成のアミノ酸よりも効果的に mTOR シグナリングを活性
化し、骨格筋タンパク質合成を促進する可能性を示した。 
 本研究において、これら新たなホエイペプチドの生理機能が示されたが、ホ
エイペプチドの作用メカニズムの詳細をさらに明らかにする目的で、ホエイペ
プチドの摂取が遺伝子発現に与える影響を網羅的に解析することとした。具体
的には、ラットを用いて、運動後にホエイペプチドまたはホエイペプチドと同
組成のアミノ酸を摂取した場合の骨格筋中の遺伝子発現をDNAマイクロアレイ
により解析した。その結果、ERK1/2 及び HIF-1標的遺伝子群の発現がペプチド
摂取とアミノ酸摂取の二群間で変動することを見出した。さらにタンパク質レ
ベルの解析においても、ペプチド摂取によって ERK1/2 及び HIF-1が活性化し
ていることを見出し、ホエイペプチドの生理機能の発現において、骨格筋にお
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ける ERK1/2 及び HIF-1の活性化が関与している可能性が示唆された。 
 本研究により、ホエイペプチドはアミノ酸よりも優れた骨格筋グリコーゲン
増加作用、骨格筋合成促進作用を有することが明らかとなった。これらの結果
は運動後に摂取するサプリメントとして、ホエイペプチドが効果的であること
を示すものである。また、新たに ERK1/2 や HIF-1といった因子がホエイペプ
チドの生理作用に関与している可能性が示された。これらの新たなシグナル因
子の影響を詳細に調べていくことにより、ペプチドとアミノ酸の作用機作の違
いを明らかにすることができると考えられる。さらには、運動後に摂取するタ
ンパク質源として、どのような種類のタンパク質、ペプチドまたはアミノ酸が
最も効果的であるのかが明らかになり、現在の超高齢化社会において課題とな
っているサルコペニア（加齢に伴う筋量の減少、筋機能の低下）を防ぎうる食
品の開発につながることが期待される。 
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